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Resumen

El poliplex de neurotensina (NTS-poliplex) es un sistema de nanoparticulas de transferencia
génica que ha sido utilizado con éxito para transferir genes neurotroficos en un modelo animal de
la enfermedad de Parkinson, asi como genes suicidas en un modelo animal de céancer. La
transferencia genica del factor neurotréfico derivado de células gliales de origen humano (hRGDNF)
mediada por las NPs de NTS-poliplex restaura funcionalmente el sistema dopaminérgico
nigroestriatal en modelos experimentales de la enfermedad de Parkinson. Sin embargo, los altos
niveles de expresion sostenida de GDNF eventualmente pueden causar efectos nocivos. En el
presente trabajo, reportamos un sistema inducible de NPs de NTS-poliplex mejorado, que permite
la regulacion de la expresion de hGDNF en las neuronas dopaminérgicas.

Construimos NPs de NTS-poliplex que contienen un Gnico plasmido bifuncional que codifica para
el transactivador inverso controlado por tetraciclina avanzado (rtTA-Av) bajo el control
transcripcional del promotor NBRE3x y para hGDNF bajo el control transcripcional del elemento
de respuesta de tetraciclina (TRE). Se construyd también la version del plasmido bifuncional con
el gen para la proteina verde fluorescente (GFP).

Los experimentos de transfeccion transitoria en células N1E-115, previamente transfectadas con
Nurrl (N1E-115-Nurrl) mostraron que la doxiciclina (100 ng/mL) activa la expresion de hGDNF
y GFP. Utilizamos el sistema regulable dual conformado por el par de plasmidos pTet-On-Av +
pTRE-Tight-EGFP o el par pTet-On-Av + pTRE-Tight-hGDNF como control positivo de la
induccidn de la expresion transgénica. El sistema regulable bifuncional, que codifica para GFP o
hGDNF, fue dos veces mas eficiente que el sistema regulable dual. Inyectamos NPs de NTS-
poliplex formadas con los plasmidos bifuncionales en la substantia nigra pars compacta de ratas.
La administracion de doxiciclina (5 mg/kg, i.p.) en ratas activo la expresion de hGDNF sélo en las
neuronas dopaminérgicas transfectadas, mientras que la expresion del transgén fue silenciada
cuando la doxiciclina se deja de administrar. Importantemente, en los ensayos in vitro e in vivo,
no se observo expresion basal transgeénica en ausencia de Dox. Nuestros resultados ofrecen un
sistema especifico regulado por doxiciclina, adecuado para el tratamiento de la enfermedad de

Parkinson basado en la nanomedicina.



Abstract

Neurotensin (NTS)-polyplex is a genic transfer system based on nanoparticles that we have
successfully used to transfect neurotrophic factors genes in an animal model of Parkinson's disease,
as well as suicide genes in an animal model of cancer. The human glial-cell derived neurotrophic
factor (nGDNF) gene transfer by NTS-polyplex nanoparticles functionally restores the dopamine
nigrostriatal pathway in experimental models of Parkinson’s disease. However, sustained high
levels of GDNF expression eventually can cause harmful effects. Herein, we report an improved
NTS-polyplex nanoparticle system that enables regulation of hGDNF expression within
dopaminergic neurons. We constructed NTS-polyplex nanoparticles containing a bifunctional
plasmid that codes for the reverse tetracycline-controlled transactivator advanced (rtTA-Adv)
under the control of NBRE3x promoter, and hGDNF controled by the tetracycline-response
element (TRE) as well as a bifunctional plasmid contained the enhanced green fluorescent protein
(GFP) gene.

Transient transfection experiments in N1E-115 cells, previously transfected with Nurrl (NI1-E-
115-Nurrl cells) showed that doxycycline (100 ng/mL) activates hGDNF and GFP expression.
We used the dual regulatable system consisting of the two plasmids pTet-On-Adv + pTRE-Tight-
EGFP or pTet-On-Adv + pTRE-Tight-hGDNF as a positive control of the transgenic expression
induction. The bifunctional regulatable system encoding hGDNF or GFP was twice more efficient
that the dual regulable system. We injected NTS-polyplex nanoparticles in the substantia nigra
pars compacta of rats.

Doxycycline (5 mg/kg, i.p.) administration in rats activated hGDNF expression only in transfected
dopaminergic neurons, whereas doxycycline withdrawal silenced transgene expression.
Importantly, in both in vitro and in vivo assays, transgenic basal expression no was observed in
absence of Dox. Our results offer a specific doxycycline-regulated system suitable for

nanomedicine-based treatment of Parkinson’s disease.
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1. Introduccidén

1.1 La Enfermedad de Parkinson (EP).

En las préximas décadas la poblacién mundial de personas de mayor edad tendera a crecer,
conjuntamente con un incremento en la incidencia de enfermedades neurodegenerativas para las
cuales en general se carece de tratamientos efectivos, por lo que son candidatas para ser abordadas
por las nuevas estrategias en terapia génica. Estas técnicas alin se encuentran en las primeras etapas
de desarrollo, con muchas caracteristicas que han de ser perfeccionadas, tanto en el disefio de los
transportadores como en las formas de envio como en la regulacion de la expresion de los
diferentes transgenes terapéuticos.

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por un deterioro progresivo de una
poblacion neuronal especifica, que ocurre durante un periodo de tiempo extenso, y tipicamente se
manifiesta con proteinas anormales dentro del cerebro. Los desordenes neurodegenerativos son un
grupo muy heterogéneo, sus fenotipos clinicos los hacen enfermedades distinguibles pero ain son
dificiles de diagnosticar en sus etapas iniciales. Aunque la neurodegeneracién ocurre en el cerebro
normal a consecuencia de la senectud, se acelera en la condicion de enfermedad, apareciendo los
sintomas crénicos, que son devastadores para el paciente, para sus familias y para la sociedad
debido a su gran costo en la atencion del enfermo.

La EP es el segundo trastorno neurodegenerativo mas frecuente que afecta al 1% de la poblacion
mundial mayor a 60 afios [1]. Su inicio se presenta durante la sexta y la séptima década de la vida.
El deceso se presenta comunmente 10 afios después del inicio de la enfermedad, con una edad
promedio de muerte de 75 afios. Su etiologia ain es desconocida sin embargo hay teorias que
apuntan directamente al estrés oxidativo mitocondrial como la principal causa. La EP puede iniciar
en cuatro formas distintas: 1) Desorden de la marcha: se caracteriza por el movimiento asimétrico
de los brazos, lentitud asimétrica, desbalance minimo a ausente y con arrastre de los pies. 2) Una
pierna débil o torpe: la destreza de golpeteo de los dedos o pulgares de los pies presenta una
cadencia irregular que se incrementa conforme el ejercicio continta. La amplitud de movimiento

y velocidad se encuentran progresivamente reducidas. Los movimientos finos son los primeros en



ser afectados al igual que los movimientos repetitivos. 3) Pierna con disconfort o rigida. Puede
presentarse un malestar o dolor en una pierna, de caracter vago.

4) Tremor al descanso con una frecuencia de 4-6 Hertz, que generalmente desaparece con el
movimiento voluntario. Se presenta comunmente en la mano y es normalmente asimétrico.
También puede presentarse solamente en mandibula, mentén o lengua por afectamiento de los
musculos craneales. La reduccion de la amplitud y velocidad en la mano producida por tremores
ocasiona que éstos tengan una escritura pequefia e irregular. 5) La acinesia o bradicinesia se
caracteriza por la lentitud de los movimientos voluntarios y reduccion progresiva de la velocidad
y amplitud de los movimientos repetitivos. Es el aspecto mas incapacitante de la EP; los pacientes
la describen como retraso en la iniciativa motora, debilidad y fatigabilidad al reiterar los
movimientos, enlentecimiento en la realizacion de las tareas, etc., que afecta a muchos aspectos
motores de su vida diaria, tales como vestirse, asearse, comer, realizacion de actividades manuales,
etc.; exigiéndoles su ejecucién, mucho mas tiempo del que para ellos era habitual. 6) La
hipocinesia o pobreza de movimientos y reduccion de su amplitud; se pierde la destreza para
abrocharse la ropa, anudarse la corbata, escribir, realizar labores finas con los dedos, en general
todo lo que exige ejecutar acciones simultaneas o acciones secuenciales. Mas alla de este nucleo
central de signos, la EP se asocian a otros aspectos clinicos, como pobreza de la expresion facial,
hipomimia, asociada con mirada de consternacion y reduccién de la frecuencia de parpadeo; o una
curiosa transformacion de la escritura, con tendencia progresiva a reducir el tamafio de sus rasgos,
hasta volverse minascula. La “festinacion” es otro aspecto clinico que se caracteriza por una
aceleracion progresiva e involuntaria de la marcha. Ademas, se puede presentar el fenémeno de
congelacion o “freezing", ques se caracteriza por la dificultad en el inicio y continuacion de
movimientos repetitivos ritmicos (hablar, escribir, caminar). Se considera un signo clinico

independiente de la acinesia [2].

Epidemioldgicamente, la EP afecta a 1-2% de la poblacién mayor de 65 afios y a 3-5% de la
mayor de 85 afios. Su incidencia oscila del 8.6 a 19.0 casos por cada 100 mil habitantes por afio.
Antes de los 50 afios de edad, proximadamente 4 % de los pacientes inician con la enfermedad. El
incremento del riesgo de padecer EP es de 3 a 4 veces mayor para los familiares de éstos paciente,

comparados con el resto de la poblacion [3,4]. Ademas de los sintomas motores, se ha observado



en pacientes parkinsonianos desordenes mentales como la depresién o psicosis, alucinaciones,
fatiga, dolor, asi como disfuncion autonémica y gastrointestinal [5,6].

Desde el punto de vista histolégico, la EP se caracteriza por la pérdida progresiva de las
neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra pars compacta (SNpc) [5], las cuales proyectan
hacia los ndcleos caudado y putdmen (estriado en roedor), globo palido, SNpc, substantia nigra
pars reticulata (SNpr) talamo, subtadlamo y la corteza prefrontal y limbica [7-9] . Esta pérdida
neuronal, conlleva a la disminucion de los niveles de dopamina (DA) en el putamen, y es
directamente proporcional a la severidad de la rigidez postural y la bradicinesia. Se requiere una
pérdida de aproximadamente el 80 % de la transmision dopaminérgica para que aparezcan los
sintomas. Histologicamente en la EP se presentan los denominados cuerpos de Lewy en la
substantia nigra (que contienen cimulos de la proteina alfa-sinucleina) y el locus coeruleus,
aungue también pueden aparecer en otras regiones del sistema extrapiramidal. Los cuerpos de
Lewy con inclusiones intracitoplasmaticas compuestas de proteinas, &cidos grasos libres,

esfingomielina y polisacaridos [10,11].

Los tratamientos actuales de la EP se enfocan a disminuir las alteraciones motoras y desatienden
los trastornos cognitivos por lo dificil que resulta regularlos en la EP con los farmacos
convencionales. Las terapias con L-DOPA o agonistas dopaminérgicos (terapia de remplazo), o
con medicamentos sintomaticos [12], son efectivas temporalmente, pero generan tolerancia y
severos efectos adversos [13] y su efecto no es tan eficaz en los pacientes con Parkinson avanzado
[14].

La discinecia es el deterioro de poder realizar movimiento voluntario, por lo que resulta en
movimientos fragmentarios o incompletos. La teoria méas popular de la fisiopatologia de la
discinesia tardia inducida por neurolépticos, se atribuye al trastorno del movimiento por la
supersensibilidad del receptor de dopamina postsinaptica, aunque ésta es sélo una hipotesis basada
en pruebas circunstanciales [15]. En adicion, la discinecia es un efecto secundario grave que ocurre
cuando se consumen medicamentos llamados “neurolépticos”, llamados también “anti-psicoticos
o0 tranquilizantes mayores”, que se usan para tratar problemas mentales. A menudo ocurre cuando

se consume el medicamento durante varios meses o afios [16].



Actualmente, el tratamiento de las discinesias a base de farmacos o palidotomia es
insatisfactorio, lo mismo sucede con la estimulacion profunda cerebral que se utiliza para tratar
los sintomas motores [17,18]. La desventaja fundamental de los tratamientos farmacologicos
actuales no es la tolerancia ni los sintomas secundarios sino la incapacidad de detener el avance

de la neurodegeneracion [9,19].

El incremento en la produccion de DA también puede conseguirse utilizando terapia génica. En
este caso, se utilizan generalmente vectores virales para transferir las secuencias codificantes para
enzimas involucradas en la sintesis del neurotransmisor, tales como por ejemplo la tirosina
hidroxilasa (TH) que convierte la tirosina en L-DOPA, la guanosin trifosfato ciclohidrolasa (GTP
CH1) que es la enzima que limita la tasa de biosintesis del cofactor para la TH, asi como la
descarboxilasa de aminoacidos aroméaticos (AADC) que convierte la L-DOPA en DA dentro de
las vesiculas sinapticas [20,21]. La terapia génica de remplazo del neurotransmisor DA es poco
atractiva para utilizarse en la EP ya que también tiene la desventaja de que las enzimas transgénicas

no detienen el avance de la neurodegeneracion dopaminérgica.

Kaplitt y colaboradores (2007), reportaron un estudio clinico sobre la seguridad y tolerabilidad
del uso de un virus adenoasociado (AAV) para trasferir al gen de la descarboxilasa del acido
glutdmico (GAD) al nucleo subtaldmico; con seguimiento de un afio. Los pacientes con EP
sometidos al tratamiento, mejoraron su respuesta motora sin presentarse eventos adversos [22].
Sin embargo, el uso de AAV en otros estudios de terapia génica han presentado desarrollo de
inmunidad humoral y celular contra las proteinas de la capside del vector con la consecuente
pérdida del gen terapéutico [23,24], Ademas, se considera persistente el riesgo de presentarse
toxicidad, pues en otros ensayos se han presentado hemorragias e incluso la muerte del paciente
[24]. Se suman a estas desventajas la carencia de especificidad celular de la transduccion del vector
AAV-GAD vy la incapacidad natural de la enzima GAD para detener el avance de la

neurodegeneracion dopaminérgica.



La estrategia mas promisoria para curar o prevenir la EP es la terapia neurotréfica [22,25]. A
diferencia de los tratamientos de reemplazo o paliativos, la terapia neurotrofica tiene el potencial
para detener la muerte neuronal y, simultaneamente, promover la regeneracion funcional de la
inervacion dopaminérgica en los ndcleos involucrados en funciones motoras, cognitivas y
afectivas [9]. Esta terapia utiliza factores neurotroficos que actlan sobre las neuronas
dopaminérgicas residuales para promover en ellas la supervivencia neuronal y el crecimiento
axonal. De este tipo de factores neurotréficos, solamente se han ensayado en el humano, dos de la
familia de los ligandos del factor neurotrofico derivado de células gliales (GDNF): el GDNF y la
neurturina (NRTN) [9,26]. La terapia neurotrofica se puede realizar utilizando inyecciones
repetidas o infusién continua de la proteina o por la transferencia de un gen que codifica para el

factor neurotrofico (terapia génica) [9,26] .

Un namero creciente de trabajos han demostrado que la infusion de proteinas neurotréficas

recombinantes produce mejoria de las alteraciones morfologicas, bioquimicas y conductuales en
modelos animales de la EP [27,28]. En estudios clinicos fase 1 en pacientes con EP, se administrd
durante 1 afilo GDNF recombinante por infusion en uno de los ndcleos putdmenes de los pacientes
[29]. Aunque hubo mejoria en los “scores” de UPDRS, el beneficio se perdié a los 9 meses de
haberse retirado la infusion de GDNF [29]. Estos resultados sugieren que la administracion del
GDNF en so6lo uno de los nucleos de proyeccion de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc no
ejercio el efecto neurotrofico suficiente ni en los cuerpos neuronales ni en los otros nucleos blanco
de innervacion dopaminérgica, pues un efecto neurotréfico efectivo se tiene que ejercer en el
cuerpo de las neuronas para proveer supervivencia celular y paralelamente en sus terminales
axonales para inducir reinervacion funcional. Ademas, considerando que la inervacién
dopaminérgica de la SNpc al cerebro es muy amplia, la infusion de la proteina neurotrofica se
tendria que administrar en ambas SNpc y cuando menos en los dos nucleos caudoputamenes,
aungue idealmente, deberia también incluir los otros nlcleos de los ganglios basales y la corteza
cerebral que también son inervados por las neuronas dopaminérgicas nigrales.
Ante la imposibilidad de realizar infusiones de la proteina neurotrofica en varios nucleos
cerebrales, la estrategia alterna es utilizar terapia génica pues tienen la ventaja de proveer niveles
sostenidos de la proteina neurotréfica después de la administracion Unica de su gen (terapia génica
neurotréfica) [9,26].



La neurturina (NRTN) se ha administrado por terapia génica mediante el vector viral
adenoasociado serotipo 2 (AAV2-NRTN) también en el ndcleo caudoputamen de pacientes
humanos con EP [30]. Los resultados de este estudio fueron modestos [31] en comparacion a los
resultados obtenidos en diferentes modelos animales de parkinsonismo agudo tratados con el
mismo vector viral [32-34]. El fracaso clinico de la terapia génica viral [35] y de la infusién de
GDNF recombinante [29] se debi6 al disefio equivocado de la administracion del vector viral y de
la proteina recombinante. El nicleo caudoputamen como blanco terapéutico proporciona una
fuente de la proteina neurotrofica (GDNF o NRTN), pero las escasas terminales dopaminérgicas
en el nucleo caudoputamen del enfermo parkinsoniano ocasionan un pobre transporte axonal de la
proteina neurotrofica hacia las neuronas de la SNpc donde se requiere para promover la
supervivencia neuronal y estimular la sintesis de las proteinas del citoesqueleto axonal [31,32,35].
Por otro lado, la proteina neurotréfica generada en el nlcleo caudoputamen es incapaz de difundir
largas distancias en el cerebro humano y superar barreras infranqueables como enzimas
proteoliticas extracelulares, la gran masa de mielina de la cépsula interna e interacciones
electrostaticas inespecificas con otras estructuras, para poder alcanzar los otros ndcleos que
inervan las neuronas dopaminérgicas de la SNpc.

Los autores de la terapia génica usando el vector viral AAV2-NRTN, manifiestan la intencién
de aplicar dicha terapia génica directamente en la SNpc o conjuntamente en la SNpc y en el nucleo
estriado (ST) [32,35]. Recientemente, Martinez-Fong y colaboradores, han propuesto que no basta
aplicar la terapia génica en el SNC donde se pueden transfectar diferentes estirpes celulares
residentes en ese nucleo si el vector génico carece de especificidad celular, sino que se debe
transfectar el gen neurotrofico en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc supervivientes a la
neurodegeneracion, para que la proteina transgénica liberada pueda actuar en el soma neuronal y
en las terminales axonales después de ser transportada anterogradamente [9]; de esta manera, se
proveerd supervivencia en las neuronas dopaminergicas de la SNpc y, simultaneamente,
estimulacion del crecimiento axonal en los nicleos cerebrales que inervan [9].

Entre los vectores génicos virales y no virales que se han utilizado hasta hoy en el cerebro, el
poliplex de neurotensina (NTS-poliplex), destaca por su habilidad de transferir genes terapéuticos
a las neuronas dopaminergicas de la SNpc a través de la internalizacion del receptor de

neurotensina tipo 1 (NTSR1) que esté presente en la membrana celular de estas neuronas.



1.2 Nanoparticulas de NTS-poliplex: Sistema de transferencia génica

En fechas recientes, las nanoparticulas (NPs) sintéticas de transferencia génica han surgido
como una prometedora alternativa a los vectores virales para aplicaciones en terapia génica de la
EP [9,36]. EI NTS-poliplex es un sistema de NPs de transferencia génica no viral [37] con
aplicacion potencial en la nanoterapia neurotréfica para la EP [9,38].

Este nanovector tiene la ventaja de transferir genes (transfectar) directamente a las neuronas
dopaminérgicas nigrales [7,39,40] y a células cancerosas [41-43], via la internalizacion del
receptor a neurotensina (NTS) tipo 1 (NTSR1) [7,41-43] (Patentes Mexicanas # 264932 y #
287089), ademas es capaz de transfectar neuronas dopaminérgicas en cultivo primario [39], y de
la SNpc, incluso si éstas han sido expuestas a agentes neurotdxicos [38,44,45]. EI NTS-poliplex
son NPs que resultan de la compactacion del DNA (acido desoxirribonucleico, por sus siglas en
inglés) por las uniones electrostaticas del péptido cariofilico Vpl de SV40 (PK) y del acarreador
de NTS; éste es un conjugado de poli-L-lisina con la NTS y el péptido fusogénico HA2 de la
hemaglutinina (PF) [41,46,47]. Diversos trabajos describen el papel que juegan los componentes
del NTS-poliplex en la transferencia génica. En resumen, el acarreador de NTS (NTS-acarreador)
activa la internalizacion del NTSR1, promoviendo la internalizacion de las NPs de NTS-poliplex
[7,37,39,40,42]. El PF rescata a las NPs de NTS-poliplex de la degradacion endosomal, y el PK
dirige al DNAp (DNA plasmidico) al nucleo celular [9,40,41,43,46]. Las principales propiedades
biofisicas de las NPs de NTS-poliplex se han caracterizadas utilizando estudios de marcaje con
radioactividad, analisis electroforético y técnicas de microscopia electrénica de transmision y
microscopia electronica de barrido por emision de campo [9,39,41,46,47] . Estos estudios han
mostrado que las NPs de NTS-poliplex son de forma toroide, con un diametro de 50 a 150 nm vy
tienen carga eléctrica neutra [9,41,46,47]. En la Figura 1 se ilustra un esquema representativo de

los componentes del sistema de NPs de NTS-poliplex.
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Figura 1. Esquema representativo de los componentes del sistema de nanoparticulas de NTS-poliplex.
El acarreador de neurotensina consiste del conjugado de neurotensina y del péptido fusogénico con la poli-
L-lisina (PLL), que forma el complejo NTS-PLL-PF. El péptido cariofilico (PK) se une electrostaticamente
al DNAp, para formar el complejo DNAp-PK, que a su vez se une al complejo NTS-PLL-PF para
finalmente formar las NPs de NTS-poliplex. EI DNAp contiene el gen de interés bajo el control
transcripcional de un promotor tejido especifico. Por ejemplo, hDAT (promotor del transportador de
dopamina humano, por sus siglas en inglés), un promotor especifico de neuronas dopaminérgicas. (Tomado
de: Martinez-Fong., et al, 2012).

La Figura 2 ilustra los eventos celulares sugeridos para la transferencia génica efectuada por los
dominios peptidicos presentes en las NPs de NTS-poliplex: 1) Activacion de la endocitosis del
receptor NTSR1 por la NTS, 2) Rescate oportuno de las NPs de NTS-poliplex de la acidez
endosomal, por el PF, 3) Direccionamiento nuclear de las NPs por el PK y 4) Control natural de

la expresidn transgénica por el promotor tejido especifico.
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Figura 2. Mecanismo de accidn de las instrucciones celulares de las nanoparticulas de NTS-poliplex.
El receptor NTSR1 es activado por la NTS que esta expuesta en la superficie de las NPs de NTS-poliplex,
induciendo su internalizacion. En el endosoma, el PF induce el rescate oportuno del NTS-poliplex de la
vesicula endocitica, provocando su liberacion al citoplasma. En el citoplasma, el PK interviene en el
direccionamiento del DNAp hacia el nucleo celular en donde se lleva a cabo la transcripcion del gen

foranero (transgén).

1.3 Envio dirigido de genes a neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo

El envio de transgenes en el cerebro no esta exento de riesgo, ya que es un procedimiento
invasivo e irreversible, y aln se desconocen sus efectos colaterales a largo plazo. Aunque las NPs
de NTS-poliplex son altamente especificas [7,38,40,46], hemos restringido mas la expresion
transgénica a las neuronas dopaminérgicas por la inclusion del promotor del gen del transportador
de dopamina de origen humano (hDAT) [9,44-46] .

La aplicacion de las NPs de NTS-poliplex en la terapia génica (nanoterapia) para la EP se basa
en que las neuronas dopaminérgicas de la SNpc expresan alta densidad de NTSR1 [9,48]. Este
receptor se localiza tanto en el soma como en las terminales axonicas de las neuronas
dopaminérgicas [49,50]. En ambos casos el receptor NTSR1 se internaliza cuando es activado por
laNTS y es transportado hasta el soma de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Nuestro grupo
de investigacién ha utilizado ambas vias fisioldgicas de internalizacion y transporte del receptor

NTS1 para transferir genes a las neuronas dopaminérgicas de la SNpc.



La participacion del transporte del receptor NTSR1 del soma neuronal explica la expresion
transgénica en neuronas dopaminergicas de la SNpc cuando las NPs NTS-poliplex son inyectadas
localmente [7,38,40], mientras que el transporte retrogrado explica la expresion transgenica en

estas mismas neuronas cuando las NPs de NTS-poliplex son inyectadas en el nicleo ST [46].

La via de internalizacion retrograda del receptor NTSR1 ha sido muy util para demostrar otro
punto de especificidad otorgado a las NPs de NTS-poliplex, como es el uso de un promotor tejido
especifico. Inyectando en el nicleo ST de rata las NPs de NTS-poliplex formado con el plasmido
que codifica para el transgén neurotréfico BDNF-flag (factor neurotrofico derivado del cerebro,
por sus siglas en inglés fusionado a una etiqueta flag) bajo el control transcripcional del promotor
hDAT, hemos demostrado la expresion de BDNF-flag en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc
pero no en las neuronas estriatales, que se sabe también expresan el receptor NTSR1 [51]. A su
vez, hemos demostrado que las neuronas dopaminérgicas de la SNpc son capaces de expresar al
transgén reportero de la proteina verde fluorescente (GFP), que se encuentra bajo el control
transcripcional del promotor hDAT, en ratas sanas [46], cuando las NPs de NTS-poliplex son
inyectadas directamente en la SNpc. Utilizando el transgén reportero GFP se ha demostrado su
expresion por hasta tres meses [40] o 6 meses posterior a la transfeccion (al tiempo del estudio)
[45] . A su vez, hemos demostrado alta eficiencia de transfeccion del transgén GDNF-flag en las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc [38]. Entonces, las NPs de NTS-poliplex en la nanoterapia
neurotrofica se han usado para transfir un gen neurotrofico con el objetivo de promover la

supervivencia neuronal y la restauracion de la via dopaminérgica nigroestriatal [1,9,26,52].

1.4 Aplicacion de las nanoparticulas de NTS-poliplex en la terapia

neurotrofica en un modelo animal de la Enfermedad de Parkinson

En la EP las neuronas dopaminérgicas de la SNpc degeneran de forma progresiva, y responden
a los factores neurotroficos GDNF y BDNF mediante la activacion de receptores GFRal y trkB,
respectivamente [53,54]. Estos factores neurotréficos promueven el mantenimiento y la
sobrevivencia de las neuronas dopaminérgicas en el cerebro adulto, por lo que se han considerado

fuertes candidatos para ser aplicados en la terapia génica para la EP [9,55].
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Sobre esta base, nuestro grupo demostrd la capacidad terapéutica de las NPs de NTS-poliplex
en la transferencia de los genes GDNF, BDNF y NRTN en ratas hemiparkinsonianas, generadas
por la inyeccion unilateral de la 6-hidroxidopamina (6-OHDA) en el nacleo ST [38,44,45,56]. La
inyeccion de esta neurotoxina se realizd en el nucleo ST con el objetivo de afectar la inervacion
dopaminérgica, en su porcién ventrolateral, la cual proviene exclusivamente de la SNpc [56]. Una
semana después de inducir la neurodegeneracion, se transfectaron neuronas dopaminérgicas de la
SNpc del lado lesionado, con las NPs NTS-poliplex conteniendo el gen humano GDNF-flag [38].
En estos animales demostramos por RT-PCR la expresion del transgén GDNF-flag en la SNpc de
ratas hemiparkinsonianas [38]. Los estudios neuroquimicos mostraron la recuperacion total de los
niveles de dopamina en el ST y en forma parcial en la SNpc del lado lesionado. Utilizando el
ensayo de autoradiografia de la union del ligando especifico [°H]-WIN-35428 al transportador de
DA se demostro la restauracion de la inervacion dopaminérgica del ST. Por inmunofluorescencia
indirecta se confirmo la reinervacion estriatal y la sobrevivencia de una proporcion significativa
de neuronas dopaminérgicas en la SNpc, en comparacion a los animales controles lesionados.
Ademas, nuestros resultados mostraron que la transfeccion con las NPs NTS-poliplex disminuyé
las alteraciones motoras de la marcha sin restriccion y redujo significativamente (80 = 5 %) la
conducta de giro inducida por anfetamina o apomorfina. Todos estos resultados en conjunto
sugieren que la polifeccion del gen hGDNF detiene la progresion de la neurodegeneracion inducida
por 6-OHDA en el sistema dopaminérgico nigroestriatal y promueve su recuperacion funcional
[38]. Resultados similares se obtienen con la polifeccion del gen de BDNF-flag [44] y NTRN
(Neurturina; Tesis de doctorado de David Reyes Corona) en la SNpc de ratas hemiparkinsonianas.
Recientemente demostramos la bioseguridad de las NPs de NTS-poliplex, conteniendo un gen
reportero mostrando que no causa inflamacion local ni sistémica [47]. Sin embargo, estudios
preclinicos, utilizando vectores de transferencia génica virales, han reportado que la sobre-
expresion sostenida a largo plazo de proteinas neurotréficas podrian ocasionar efectos nocivos al
Sistema Nervioso Central (SNC) [9,57,58].

11



1.5 Efectos nocivos al Sistema Nervioso Central por la sobre-expresion
prolongada de transgenes neurotroficos

En fechas recientes un nimero creciente de trabajos muestran que el incremento en los niveles
de expresion de factores neurotrdficos, ya sea por la transfeccién de éstos, en animales
transgénicos que los sobre-expresan o por condiciones patoldgicas, produce efectos deletéreos al
SNC. Esto ha producido un cambio en el modo de como se interpreta la accion de los factores
neurotréficos. Hasta hace muy poco tiempo, el incremento de los niveles de expresion de factores
neurotréficos era considerado como una accion “positiva” que favorece la diferenciacion, la
plasticidad, la regeneracion y la sobrevivencia neuronal [59,60]. Sin embargo, esta vision fue
modificada cuando se observo que las neurotrofinas, como BDNF, de manera paraddjica podian
también inducir muerte por apoptosis en diferentes poblaciones neuronales a través de la activacion
del receptor p75ntr [61,62]. Hasta la fecha este fendmeno de regulacién de muerte y sobrevivencia
neuronal mediante neurotrofinas ha sido muy poco estudiado en el SNC de animales adultos [63].
Se sugiere que la relacion entre los niveles de los receptores Trk y p75NTR en una neurona, es lo
que determina si ésta es conducida a la sobrevivencia o a la apoptosis, al ser expuesta a cierta
concentracion de BDNF, ya que los repectores TRKs son de alta afinidad, mientras que el receptor
p75NTR, es de baja afinidad [61,64]. Recientemente, también se ha reportado que ratones
transgénicos de sobre-expresan BDNF a largo plazo en el SNC, presentan impedimentos de

aprendizaje y memoria [65,66].

En trabajos recientes donde han utilizando sistemas de transferencia génica virales, informan
que la sobre-expresién sostenida a largo plazo de GDNF en ratas lesionadas con 6-OHDA genera
ramificaciones aberrantes en neuronas dopaminérgicas nigro-estriatales [57], disminucion
significativa en la expresion de la tirosina hidroxilasa (TH) en la SNpc y area ventral tegmental
(VTA) [67] , asi como disminucidn de los niveles de dopamina estriatales [58]. Estos hallazgos
indican que la sobre-expresion sostenida a largo plazo del GDNF podrian producir efectos
significativamente indeseables al SNC, que pudieran superar sus beneficios. Estos efectos son
contrarios a la accion neurotréfica generada por el GDNF y BDNF. Puesto que estos factores
neurotroficos son fuertes candidatos para utilizarse en la terapia genica de la EP, es deseable
regular su expresion para evitar los efectos nocivos en el SNC y mantener los niveles de expresion

de la proteina transgénica dentro del rango de su accion terapéutica [68,69].

12



1.6 Regulacién de la expresion de genes por el sistema Tet-On Avanzado

El éxito de la terapia génica depende de varios factores, incluyendo el sitio de transfeccion, la
duraciony la especificidad celular de la expresion transgénica, y muy importantemente, los niveles
terapeuticos de la proteina transgénica. Es por ello que se han desarrollado sistemas de regulacion
génica capaces de controlar la expresion temporal de un gen de interés. VVarios autores han sugerido
el uso de sistemas regulables inducibles a farmacos y han propuesto que el sistema regulable ideal
debe poseer las siguientes caracteristicas: 1) Expresion transgénica basal en ausencia del farmaco
inductor, 2) Alto nivel de expresion del transgén en presencia del inductor, 3) Respuesta rapida a
la administracién o eliminacidon del inductor, (4) Insignificante toxicidad, respuesta inflamatoria o
inmunogenicidad asociados con los elementos reguladores y (5) Ausencia de toxicidad y buena
biodisponibilidad del farmaco inductor. Actualmente, el sistema de induccion con tetraciclina es
el mas ampliamente usado [70,71], conocido como sistema regulable Tet-Off o Tet-On [72]. En
1995 se desarrolld el sistema de expresién inducible a tetraciclina Tet-On, el cual, en presencia de
Doxiciclina (Dox) se “activa” la expresion transgénica, mientras que en ausencia de Dox, se
“inactiva” la expresion transgénica [73,74]. El sistema Tet-On surgio de la modificacion del
sistema Tet-Off desarrollado en 1992 [75], y hasta la fecha es el sistema de expresion génica
regulable mas utilizado, en células en cultivo y en animales experimentales [71,76,77], asi como

en una gran variedad de genes de interés en modelos de animales transgénicos [78].

Hasta la fecha, el sistema Tet-On se ha usado exitosamente en diferentes tejidos. Aunque hace
mas de una década que el sistema Tet-On fue disefiado, nuevas modificaciones al sistema han
surgido. Recientemente estas modificaciones han permitido que el control de la expresion del
transgén sea mas fina en mamiferos [79]. Tres de las modificaciones mas relevantes que ha tenido
el sistema Tet-On son: 1) Minimizar la expresion basal de la proteina de interés en ausencia de
Dox. El sistema denominado silenciador transcripcional controlado por tetraciclina (tTS) es una
de las nuevas variantes que se han generado para eliminar la expresion basal del transgén. EI tTS
ha resultado de una mutante del rtTA que no produce expresion basal y a su vez incrementa la
sensibilidad a la Dox. La funcionalidad del sistema tTS ha sido comprobada exitosamente in vitro
e in vivo [79]. 2) Co-regulacion de la expresion de dos proteinas de interés simultaneamente
mediante una construccion plasmidica bidireccional. 3) Disminucion de la expresion basal del

transgen en ausencia de Dox.
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En el afio 2000, se desarrollé el sistema regulable Tet-On-Avanzado (Tet-On-Av), que surgi6
de la modificacion del sistema Tet-On original [80]. El sistema Tet-On-Av esta conformado por
dos plasmidos (llamado "Sistema regulable Dual™). El primero, el plasmido regulador, pTet-On-
Av, codifica para el transactivador transcripcional reverso a tetraciclina avanzado (rtTA-Av). La
optimizacion de este plasmido consistié en la sustitucion de varios aminoacidos especificos del
operador de tetraciclina (tetO) del rTetR-M2, mutacion que resulté en el aumento en la sensibilidad
a la Dox de por lo menos 10 veces. Otra ventaja del este sistema fue la modificacion de la

secuencias “FFF”, que result6 en la eliminacion de su toxicidad causada por la proteina VP16 [80].

Estas mejoras ayudaron a elevar los niveles de expresion nominales de la proteina rtTA-Av,
mientras se mantiene su total capacidad de induccion. Se ha reportado que en células en cultivo se
requiere una dosis de Dox de 100 ng/ml, que corresponde a una dosis 10 veces menor, comparada
con el sistema Tet-On [80]. EIl rtTA-Av se encuentra bajo el control transcripcional del promotor
del citomegalovirus (pCMV).

El segundo, el plasmido inducible, pTRE-Tight-transgén (que codifica para un gén de interés),
contiene el elemento de respuesta a tetraciclina modificado (TREmod) corriente arriba del promotor
minimo del CMV (PminCMV) [81]. Ya que el sistema regulable dual, se conforma de dos plasmidos
independientes, es necesario co-transfectar ambos plasmidos a una misma célula, para poder

regular la expresion transgénica.

Importantemente, también se ha reportado que para alcanzar los niveles maximos de expresion
del gen de interés, en animales transgénicos o en células transfectadas con el sistema Tet-On-Av,
se requiere un tiempo menor a 20 o tan solo 8 horas, respectivamente, y que la expresion
transgénica in vivo declina posterior a las 40 horas de la induccién (Clontech, 2006). Por lo que
éste sistema de regulacion brinda la ventaja de regular la expresion transgénica en el cerebro, al
ser mas sensible a la Dox. El sistema Tet-On-Av, solo responde a la Dox y no a la tetraciclina (Tc).
En la Figura 3 se ilustra un esquema representativo de la regulacion de la expresion transgénica

del sistema Tet-On-Avanzado original y modificado.
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Figura 3. Esquema representativo de la regulacién de la expresion génica del sistema Tet-On-
Avanzado original y modificado. A) El sistema regulable Tet-On-Avanzado consta de los plasmidos pTet-
On-Av y el pTRE-Tight. El pTet-On-Av codifica para el transactivador reverso de tetraciclina avanzado
(rtTA-Av), que se encuentra bajo el control transcripcional del promotor del citomegalovirus (CMV). El
PTRE-Tight contiene el elemento de respuesta a tetraciclina modificado (TREwmoq) localizado corriente
arriba del promotor minimo de citomegalovirus (Pmin), que codifica para el gen de interés. EI tTA-Av, en
presencia de Dox (+ Dox), es capaz de interactuar con su elemento de respuesta induciendo la transcripcion
del gen de interés, no asi en la ausencia de Dox (- Dox). B) El sistema regulable pTet-On-Av modificado
consta de los plasmidos el pNBRE3x-Tet-On-Av y el pTRE-Tight. El plasmido pNBRE3x-Tet-On-AV fue
construido al reemplazar el Pcvy del pTet-On-Av por el promotor NBRE3x (Modificado de: Clontech
Biotechnology, 2006).

El sistema regulable Tet-On Av, ha sido utilizado para regular la expresién transgénica tanto
en células en cultivo como en el cerebro [81-83]. Aunque este sistema ha demostrado ser muy
eficiente, tiene varias limitaciones. Dentro de éstas limitaciones se encuentran: 1) La transfeccion

separada de los dos plasmidos disminuye la eficiencia del sistema, ya que eventualmente, no todas
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las células blanco de transfeccidn recibiran ambos plasmidos. Tedricamente, este problema podria
superarse mediante la introduccion de secuencias de ambos plasmidos en un solo vector de
expresion, pero el aumento resultante en el tamafio total del DNAp podria obstaculizar el
empaquetamiento eficaz en algunos vectores, como se ha reportado anteriormente [84,85]. 2) El
uso del promotor del citomegalovirus (pCMV), en el plasmido regulador (pTet-On-Av), aunque
induce una fuerte expresion del transgén rtTA-Av, ésta es inespecifica ocurriendo en cualquier
tipo celular [86]. Esta limitacion, se podria superar sustituyendo el pPCMV por un promotor tejido
especifico. 3) El uso de promotores naturales eucariotes por lo general de gran tamafio molecular,
lo que podria exacerbar el problema del tamafio del contructo de DNAp. Esta tltima limitacién se

podria superar al utilizar secuencias promotoras minimas especificas de tejido.

Un trabajo reciente reporto el uso de un vector viral adenoasociado recombinante bicistronico
(rAAV), regulable por tetraciclina (Tet-Off), que ha demostrado ser eficaz en el control de la
expresion transgénica de GDNF, en la substantia nigra de las ratas normales. Sin embargo, esta
estrategia no es practica para la terapia génica de la EP, ya que requeriria tratamiento
indeterminado con tetraciclina para mantener silenciada la expresion del transgén. Ademas, el
vector rAAV carece de un promotor especifico de tejido para restringir la expresion transgénica a
neuronas dopaminérgica [87], por lo que se podrian esperar consecuencias adversas de la expresion

transgénica.

Para superar estos obstaculos, en el presente trabajo se incluyeron dos puntos de control de
transcripcion en un unico plasmido bifuncional que codifica para hGDNF o GFP: 1) La restriccion
de la expresion transgénica exclusivamente a las neuronas dopaminérgicas utilizando una pequefia
construccion de un promotor integrado por tres repeticiones del elemento de respuesta a Nurrl
(NBRE3Xx), secuencia conocida por contribuir a la especificidad celular de la expresién derivado
del promotor del gen del transportador a DA, y 2) la regulacién de la expresion de hGDNF usando
las secuencias rtTA-AV/TRE, inducible por Dox. Tras la incorporacion a las NPs NTS-poliplex,
este Unico plasmido demostrd ser inducible por Dox y tener expresion especifica enneuronas
dopaminérgicas, apoyando su desarrollo como una nueva estrategia terapéutica en el tratamiento
de la EP. En la Figura 4, se muestra un esquema representativo de la regulacion de la expresion
génica del sistema bifuncional pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-Transgén, transfectado en las neuronas

dopaminérgicas nigrales.
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Figura 4. Funcionamiento del sistema regulable bifuncional pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-transgén
especifico para neuronas dopaminérgicas nigrales. 1) Nurrl enddgeno se une al promotor NBRE3x y 2)
Estimula la expresion del rtTA-Av. En presencia de Dox (rombos grises), 3) Esta se une al rtTA-Av para
formar el complejo rtTA-Av-doxiciclina (Figura 4). Finalmente, 4) Este complejo se une al elemento de
respuesta TRE (que contiene el promotor minimo de citomegalovirus) y 5) Estimula la transcripcion del
transgén hGDNF o GFP. En ausencia de doxiciclina, se lleva a cabo la expresion del rtTA-Av pues depende
del promotor NBRE3x y Nurrl enddgeno, activo en neuronas dopaminérgicas, pero no se forma el complejo
rtTA-Av-doxiciclina, y por lo tanto, no hay estimulacion de la trascripcion del transgén. El sistema
regulable bifuncional es reversible, por lo tanto, la expresion del transgén de interés depende de la presencia
de Dox.

1.7 El promotor del transportador de dopamina

El uso del promotor del transportador a dopamina de origen humano (hDAT) en el sistema de
NPs de NTS-poliplex, ha conferido el segundo punto se especificidad y la expresion transgénica a

largo plazo en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc [44-46].

El transportador de dopamina (DAT) es una proteina de transporte unida a la membrana
plasmaética, responsable de recapturar a la DA del espacio sinaptico para terminar su acciéon como
neurotransmisor [88]. Por lo tanto, el DAT se localiza en la terminal axénica y en las dendritas de
las neuronas dopaminérgicas, y su expresion es considerada como un marcador especifico del

fenotipo dopaminérgico [89]. La poblacion neuronal que sintetiza DA representa solo 1 de cada
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108 neuronas centrales que expresan el DAT. Este patron de expresion tan restringido es controlado

por una combinacion especifica de factores reguladores positivos y negativos [89].

Sacchetti y colaboradores, en el afio 1999, caracterizaron la region 5° flanqueante del gen del
transportador de dopamina humano (hDAT) [89]. La clonacion y el anélisis funcional del promotor
del gen hDAT, lo ubic6 en un fragmento de 8.3 kpb y arroj6 nuevas perspectivas sobre los factores
de transcripcién que intervienen en la regulacion de este gen, entre ellas, secuencias de

reconocimeinto para el factor de transcripcion Nurrl.

1.7.1 El factor de transcripcion Nurrl

El factor de transcripcion Nurrl (Nuclear receptor related-1 protein, por su nombre en el idioma
inglés) también es conocido como NR4A2/NOT/TINUR/RNR-1/HZF-3 y junto con los factores
de transcripcion Nurr77 y NOR-1, constituyen la subfamilia NR4A de receptores nucleares
huerfanos [90]. Recientemente se ha sugerido que Nurrl regula la expresion de la TH, DAT y del
transportador monoaminico vesicular tipo 2 (VMAT2) [89,91-94], y que es necesario para el
desarrollo y mantenimiento del fenotipo dopaminérgico de las neuronas mesencefalicas [95], esta
involucrado en la neurogénesis de los ganglios basales y se expresa en respuesta al dafio celular
[96]. Ademaés, Nurrl interactia con otros factores criticos para la supervivencia de las neuronas
dopaminérgicas mensencefalicas [97]. Esto ltimo fue comprobado en ratones carentes de Nurrl,
los cuales no desarrollan neuronas dopaminérgicas. Igualmente Nurrl se encuentra expresado en
altos niveles en ratas adultas, aunque su importancia en la modulacion fenotipica no es bien
conocida [93]. También se ha reportado que Nurrl promueve la supervivencia de las neuronas DA

protegiéndolas contra insultos toxicos [92].

El promotor DAT cuenta con varios sitios NBRE (elemento de respuesta al factor de
crecimiento B) a lo largo de la region flanqueante-5°, cuya secuencia de 8 pp AIGAAGGTCA/G
ha sido identificada como el sitio consenso de unién del factor de transcripcion Nurrl. Se han
correlacionado los niveles de Nurrl y la expresion de DAT, observandose un incremento en la
expresion del gen luciferasa usado como reportero, bajo el control transcripcional del promotor
del gen DAT en presencia de Nurrl [89].
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Estudios post-mortem en humanos han revelado disminucién de la expresion de Nurrl y
disminuciones correspondientes de la TH y/o la expresion de DAT durante el curso del
envejecimiento normal [98,99] asi como en los enfermos de Parkinson [91]. Por lo tanto, Nurrl
sirve como un factor de transcripcion especifico de neuronas DA cuyas actividades podrian ser
reguladas para modular la neurotransmision dopaminérgica en la EP y otros trastornos.

Interesantemente, se encontré que la secuencia invertida complementaria al sitio candnico
NBRE (TGACCTTT) presenta una mayor actividad transcripcional que la secuencia canonica
NBRE (GAAGGTCA) cuando es activada por Nurrl [100]. El Dr. Michael J. Bannon, genero el
primer promotor dependiente de Nurrl, utilizando tres secuencias invertidas de NBRE como
secuencias regulatorias del promotor minimo de c-FOS [89,92]. Este promotor se conoce como
promotor NBRE3x y es de 253 pb [101]. Recientemente se demostro por primera vez la capacidad
del promotor NBRE3x para conducir la expresion de transgenes transfectados con las NPs de NTS-

poliplex en neuronas dopaminérgicas de ratas hemiparkinsonianas [101].
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2. Planteamiento del problema

Las NPs de NTS-poliplex tienen alta especificidad y eficiencia de transfeccion, con una alta
bioseguridad para el organismo que es transfectado, caracteristicas que lo hacen un exelente
candidato para su utilizacion en protocolos de terapia génica en humanos [47]. Ademas, produce
expresion prolongada del transgén en neuronas dopaminérgicas nigrales [38,40,46]. Estas
caracteristicas favorecieron el desarrollo de un modelo de terapia neurotréfica con gran potencial
para su aplicacion en el tratamiento para la EP [9,38,45,56]. En varios modelos animales de la EP,
el BDNF [102,103], el Factor de crecimiento de Fibroblastos (b-FGF) [104] y el GDNF [38],
ejercen un fuerte efecto de neuroproteccion contra diferentes estimulos nocivos. A la fecha, el
GDNF se ha usado en protocolos de terapia génica para la EP, debido a su potente efecto
neurotrofico sobre las neuronas dopaminérgicas [9,105-107]. Un estudio preclinico reciente, en el
que se usarén las NPs de NTS-poliplex ha demostrado que la transferencia de hGDNF causa
restauracion estructural y funcional de la via nigroestriatal que se correlaciona con la remision de
los datos clinicos de hemiparkinsonismo [38]. En contraste, niveles altos y sostenidos de la
expresion de GDNF, pueden inducir inervacién aberrante del sistema nigroestriatal [57] y
disminucion de los marcadores del fenotipo dopaminérgico [58,108], lo que indica que los efectos
a largo plazo de la sobre-expresion sostenida de GDNF podrian superar los beneficios. Para
maximizar los beneficios potenciales en la terapia génica con GDNF, probablemente se requiera
regular la expresion del gen [68,69,108]. Para este fin, nos propusimos construir NPs de NTS-
poliplex que contenga a un plasmido bifuncional regulable que codifique para hGDNF de forma

tejido especifica.
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3. Hipotesis

La transferencia del plasmido bifuncional regulable de hGDNF a neuronas dopaminérgicas
nigrales mediante las NPs de NTS-poliplex ocasionara la expresion del transactivador reverso a
tetraciclina avanzado (rtTA-Av) de manera tejido-especifica loque subsecuentemente inducira la

expresion de hGDNF, de forma dependiente de la administracion de doxiciclina.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Demostrar la expresion regulada y tejido-especifica del gen hGDNF, transferido por las NPs de

NTS-poliplex, en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc de ratas sanas.

4.2 Objetivos particulares

1. Construir plasmidos bifuncionales ((INBRE3x-rtTA-Av-TRE-hGDNF y pNBRE3x-rtTA-Av-
TRE-EGFP), que codifiquen para hGDNF o para GFP.

2. Construir y caracterizar las NPs de NTS-poliplex que contengan el plasmido bifuncional que
codifica para hGDNF o para GFP.

3. Demostrar que el promotor NBRE3x dirige la expresion de los transgenes hGDNF y GFP en
cultivos de células N1E-115, transfectadas previamente con el gen que codifica para Nurrl.

4. Demostrar que el promotor NBRE3Xx dirige la expresién de los transgenes hGDNF y GFP en
la SNpc de ratas.

5. Demostrar que la administracion de doxiciclina induce la expresion de GFP y hGDNF in vitro

en cultivos de células N1E-115-Nurrl transfectadas con los plasmidos bifuncionales.

6. Demostrar que la administracion de doxiciclina induce la expresion de GFP en las neuronas

dopaminérgicas de la SNpc de ratas transfectadas con los plasmidos bifuncionales.

7. Demostrar que la administracion de doxicilina a ratas previamente trasnfectadas con el sistema
de NPs de NTS-poliplex es capaz de activar de forma especifica la transcripcion del plasmido
PNBRE3X-rtTA-Av-TRE-hGDNF permitiendo la expresion tejido especifica del hGDNF en las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc
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5. Materiales y métodos

5.1  Cultivos celulares y animales

Todos los experimentos in vitro se llevaron a cabo en la linea celular N1E-115, de
neuroblastoma murino, y fue obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville,
MD, EE.UU). Las células fueron cultivadas en medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM, sin piruvato de sodio) suplementado con 10 % de Suero Bovino Fetal (SBF), 20 mM de
Glutamax™-1, penicilina-estreptomicina (100 pg/mL de cada uno) o G-418 (200 ug/mL), usado
como antibiotico de seleccion; todos los reactivos fueron obtenidos de Gibco, Invitrogen
Corporation (Carlsbad, CA, EE.UU). Los cultivos fueron mantenidos a 37 °C bajo una atmosfera
de 5 % de COo.

Todos los experimentos in vivo fueron realizados en ratas adultas machos de la cepa Wistar
(220 £ 10 gr de peso), las cuales fueron criadas y suministradas por la Unidad de Produccion de
Animales de Laboratorio (UPEAL) del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
(CINVESTAYV). Durante los experimentos, los animales fueron mantenidos en la Unidad de
Experimentacion bajo condiciones controladas de temperatura constante (23 °C) y ciclos de
luz/oscuridad de 12:12 horas, con agua y alimento a satisfaccion. Todos los experimentos fueron
aprobados por el Comité para el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio del CINVESTAV
(autorizacion no. 162-15) certificados por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA; NOM-062-Z00-1999 y NOM-087-ECOL-1995). Se
realizaron todos los esfuerzos posibles para disminuir el sufrimiento y el nimero de los animales

utilizados en este trabajo.
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5.2 Plasmidos

Para construir los plasmidos utilizados en este proyecto, se utilizaron varios “kits” comerciales
de biologia molecular. Las purificaciones de las secuencias de DNAp de interés se realizaron
utilizando el kit de extraccion en gel “QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen; Turnberry Line, CA,
EE.UU). En todos los casos, las secuencias purificadas fueron cuantificadas mediante el uso de un
espectrofotébmetro digital (Nanodrop, ND-1000, Termo cientific; Wilmington, DE, EE.UU). La
desfosforilacion de éstas, se realiz6 con la enzima CIP, Fosfatasa alcalina, (New England Biolabs;
Ipswich, MA, EE.UU). La ligacion de las secuencias se realizoé por medio del kit “Rapid DNA
Ligation” (Termo cientific; Wilmington, DE, EE.UU). Las clonas positivas (clonas transformadas)
se amplificaron por midiprep (Qiagen; Turnberry Line, CA, EE.UU). La identificacion de los
plasmidos nuevos se realizO mediante ensayos de digestion enzimatica. ElI Laboratorio de
Secuenciacion de FES-lIztacala, UNAM, determiné la exactitud de las secuencias clonadas,
utilizando secuenciacion automatica del DNAp en un analizador genético modelo 3130XL
(Applied Biosystems; Grand Island, NY, EE.UU).

5.2.1 Construccion del plasmido pNBRE3x-GFP

Para construir el plasmido pNBRE3Xx-GFP se utilizo el pGL2-Basic-NBRE3x-Luc, como
plasmido receptor, (que codifica para Luciferasa, donado por el Dr. Michael J. Bannon), el cual se
sustituyd el gen Luc por el gen EGFP (GFP) obtenido del pEGFP-N1, plasmido donador
(Clontech, Mountain View, CA, EE.UU). El gen de luciferasa se exindio por restriccion utilizando
las enzimas Hindlll y Pfml, resultando un fragmento de 1990 pb. El gen EGFP se aislo por
restriccion utilizando las enzimas Hindlll y Notl, resultando un fragmento de 779 pb. Los
fragmentos cortados con las enzimas Notl y Pfml se repararon con Klenow para obtener extremos
parejos. El fragmento de 779 pb que contiene la secuencia codificante para EGFP se ligo al
plasmido pGL2-basic-NBRE3x, resultando del pNBRE3x-GFP de un tamafio de 4635 pb.
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5.2.2 Contruccion del plasmido pPNBRE3x-hGDNF
Para construir el plasmido pPNBRE3x-hGDNF se utilizd el pGL2-Basic-NBRE3x-hGDNF-

antisentido, como plasmido receptor. La secuencia codificante del gen hGDNF-antisentido se
exindid por restriccion con las enzimas Xbal y EcoRV, generando un fragmento de 3855 pb. La
secuencia codificante del gen hGDNF se aisl6 del pTRE-Tight-hGDNF-antisentido por restriccion
usando las enzimas Xbal y Smal, generando un fragmento de 747 pb. Los extremos generados por
la enzima Xbal del fragmento de 747 pb fueron compatibles y los extremos generados con las
enzimas ECORV y Smal generaron extremos parejos y se ligarron, generando el pPNBRE3x-hGDNF
de 4592 pb.

5.2.3 Construccién del plasmido pNBRE3x-Tet-On-Avanzado

Para construir el plasmido pNBRE3x-Tet-On-Av se utilizé el pTet-On-Av, como plasmido
receptor, (que contiene el promotor CMV) el cual se sustituyd por la secuencia promotora
NBRE3X, que fue obtenido del pPNBRE3x-Tet-On, plasmido donador. El promotor NBRE3x se
aislo por restriccion utilizando las enzimas Nhel y EcoRl, resultando un fragmento de 1036 pb. El
promotor CMV del pTet-On-Av se exindi6 por restriccion utilizando las enzimas Nhel y ECoRV,
resultado de un fragmento de 5788 pb. El fragmento de 1036 pb que contiene la secuencia
promotora NBRE3x se ligo al fragmento de 5788 pb, resultando del pNBRE3x-Tet-On-Av de un
tamafio de 7403 pb.

5.2.4 Construccion del plasmido pTRE-Tight-EGFP
Para construir el plasmido pTRE-Tight-EGFP se utilizo el pTRE-Tight como plasmido receptor
y se insert6 la secuencia codificante para EGFP obtenido del pEGFP-N1, plasmido donador. El
gen EGFP se aisl6 por restriccion utilizando las enzimas BamH1 y Notl, resultando un fragmento
de 741 pbel cual se ligo en el sitio multiple de clonacion del pTRE-Tight, resultando del pTRE-
Tight-EGFP de un plasmido de 3315 pb.
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5.2.5 Construccion del plasmido pTRE-Tight-hGDNF

Para construir el plasmido pTRE-Tight-hGDNF, se utiliz6 el pTRE-Tight-hnGDNF-antisentido,
plasmido donador y el pTRE-Tight, plasmido receptor. La secuencia codificante del gen hGDNF
del pTRE-Tight-hGDNF-antisentido se obtuvo por restriccion usando las enzimas EcoRV y
Hindlll, resultado un fragmento de 686 pb. El plasmido receptor pTRE-Tight se cortd con las
enzimas Smal y Hindlll. Las enzimas Smal y Hindlll generan extremos parejos por lo que el
fragmento de 686 pb que contiene el gen hGDNF se ligd al sitio multiple de clonacion del pTRE-
Tight, resultando del pTRE-Tight-hGDNF de un tamafio de 3235 pb.

5.2.6 Construccion del plasmido pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-EGFP

Para construir el plasmido pNBRE3Xx-rtTA-Av-TRE-EGFP se utilizaron los plasmidos
PNBRE3x-Tet-On-Av y pTRE-Tight-EGFP, (plasmido receptor y donador, respectivamente), se
digirieron con la enzima de restriccién Xhol. Se obtuvo un fragmento de 1310 pb que contiene la
secuencia Tight-EGFP del pTRE-Tight-EGFP. Los fragmentos fueron cuantificados y se ligaron.
Para identificar las posibles clonas, se realizaron PCR de colonia, utilizando los primers
especificos para EGFP (ver tabla 3). Las clonas positivas se amplificaron por midiprep y se realizo
ensayos de restriccion con la enzima Xbal, para determinar las variantes del plasmido pNBRE3x-
rtTA-Av-TRE-EGFP, que resultd de un tamafio de 5309 pb.

5.2.7 Construccion del plasmido pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-hGDNF

Para construir el plasmido pNBRE3X-rtTA-Av-TRE-hGDNF se utilizaron los plasmidos
PNBRE3x-Tet-On-Av y pTRE-Tight-EGFP, (plasmido receptor y donador, respectivamente).
Ambos pladsmidos se digirieron con la enzima de restriccion Xhol. Se obtuvo un fragmento de
1230 pb que contiene la secuencia Tight-nGDNF del pTRE-Tight-hGDNF. El pNBRE3x-Tet-On-
Av digerido con Xhol. Para identificar las posibles clonas, se realiz6 PCR de colonia con los
primers especificos para hGDNF (ver tabla 2). Las clonas positivas se amplificaron con midiprep
y se digirieron con la enzima Hindlll, para determinar las variantes del plasmido pNBRE3x-rtTA-
Av-TRE-hGDNF, que result6 de un tamafio de 5229 pb.
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5.3  Amplificacién y purificacion de los plasmidos

Se transformaron bacterias competentes de la cepa DHS5a de Escherichia coli por choque
térmico con los plasmidos de interés. De manera breve, y para cada plasmido de interés, se
prepararon diluciones de 100 ng/pL de DNAp en agua. Posteriormente, se mezcld 1 pL de la
dilucion de DNAp con 75 pL de suspension celular. Inmediatamente, se procedio a incubar dicha
mezcla en hielo durante 30 minutos, y después a 42 °C por 90 segundos. Enseguida, se mezcl6 con
900 pL de medio de cultivo Luria Bertani (LB), en ausencia de antibidtico y se agitd durante 1.5
ha 37 °C a 200 r.p.m. Para seleccionar a las colonias bacterianas, se inocularon 100 pL de cultivo
bacteriano en cajas de petri (conteniendo medio LB con amplicilina o kanamicina (100 pg/pL),
segun el plasmido) por estria cruzada y se incubaron a 37°C durante 8 horas. Posteriormente, se
tomo una colonia y se inocul6 en medio LB liquido incubandose a 37 °C, en agitacion constante a
200 r.p.m durante 8 horas. Finalizado este periodo, se tomd 1 ml del medio bacteriano y se inoculd
en 2.5 L de medio LB liquido, para plasmidos de bajo niumero de copias, y 0.5 L para plasmidos
de alto numero de copias. El in6culo se mantuvo en agitacion oscilante a 200 r.p.m durante 16
horas. Se obtuvo la biomasa por centrifugacion a 6000 x g a 4 °C durante 15 minutos, desechando
el sobrenadante. Para la purificacion de los plasmidos se utilizd el kit EndoFree Plasmid

Purification de QIAGEN®, (Hilden, Alemania). Siguiendo las recomendaciones del fabricante.

5.4  Sintesis del acarreador de neurotensina: NTS-PLL-PF
La sintesis del nanovector génico, Neurotensina-Polilisina-Péptido Fusogénico (NTS-PLL-PF),
se realizd en 5 etapas secuenciales, como lo describié Navarro-Quiroga [40]. De manera breve, se

describen los pasos de la sintesis del acarreador de NTS.

Etapa 1.- Sintesis del conjugado PLL-SPDP.
Etapa 2.- Sintesis del conjugado PLL-SPDP-SH.
Etapa 3.- Sintesis del conjugado NTS-SPDP.
Etapa 4.- Sintesis del conjugado PF-SPDP.
Etapa 5.- Sintesis del conjugado NTS-PLL-PF.
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5.4.1 Formacion del conjugado PLL-SPDP y PLL-SPDP-SH

Se disolvieron 25 mg de poli-L-lisina hidrocloradada (PLL; 50,000 Da; Sigma, St. Louis, MO,
EE.UU) en 2 mL de PBS para cromatografia (17.42 mM Na2HPO4, 2.58 mM KH2PO4, 150 mM
NaCl, 1.0 mM EDTA, pH 7.2). En un tubo aparte, se disolvieron 7.8 mg del entrecruzador
bifuncional N-succinimidil 6-3[3-(2-piridilditio) propionamida]-hexanoato (LC-SPDP; masa
molecular; 472.52, Pierce Chemical Co, Rockford, IL, EE.UU) en 31.2 uL de dimetilsulfoxido
(DMSO). Posteriormente, ambas diluciones se mezclaron por agitacion rapida y vigorosa (1000-
1500 r.p.m.), para evitar la formacion de precipitados, la mezcla se incubd durante 30 min a
temperatura ambiente (TA) y en la oscuridad (SPDP es sensible a la luz). EI conjugado resultante,
PLL-SPDP, se purificé en una columna Econo-Pac 10DG (Bio-Rad laboratorios; Hercules, CA,
EE.UU) previamente equilibrado con PBS para cromatografia a TA. Luego, se colectaron 22
fracciones de 1 mL cada una, a cada alicuota se le determind la absorbancia a 220 y 280 nm en el
espectrometro Nanodrop ND1000 en la modalidad “AB280 protein”. Se obtuvo el cromatograma
graficando la absorbancia contra el volumen de elucion. Se juntaron las fracciones de 3 a 7, donde
eluye el primer pico, el cual contiene la fraccion PLL-SPDP, y se redujeron a un volumen de 1 mL
utilizando un concentrador al vacio (Heto Lab Equipment of Denmark). En un tubo aparte, se
disolvié 24 mg de ditiotreitol (DTT, Sigma) en 0.5 mL de PBS para cromatografia y rapidamente,
se mezcl6 con el conjugado PLL-SPDP (1 mL), la mezcla se agité en un vortex de 1000-1500
r.p.m. durante 30 minutos a TA y protegido de la luz. Al finalizar la incubacion, una alicuota de la
mezcla de reaccion se diluyd 1:100 y 1:200 en PBS para cromatografia y se ley6 a 343 nm en un
espectrofotdbmetro Beckman. La eficiencia de la reaccion se determino basandose en la

concentracion de la piridina-2-tiona utilizando la siguiente ecuacion:

Abs343 nm
C=— FD
E343 nm
Donde:

C = concentracion de la piridina-2-tiona

Abs343nm = Absorbancia de la pirimidina-2-tiona a 343 nm

E343nm = coeficiente de extincion molar a 343 nm (8.08 x 10 cm™' M)
FD = factor de dilucion.

Asi, la eficiencia de la reaccion se determind con la siguiente ecuacion:
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Donde:

E = Eficiencia de la reaccion

C = Concentracion de piridina-2-tiona
[SPDP]i = Concentracion inicial de SPDP

La fraccion del conjugado PLL-SPDP-SH se purificd en una columna Econo-Pac 10DG. Se
recolectardn 22 fracciones de 1 ml y se leyd la DO a 220 y 280 nm en el NanoDrop. Posteriomente,
se tomaron las fracciones de la 3 a la 7, se juntaron y se concentraron en 0.8 ml con la ayuda del

concentrador al vacio.

5.4.2 Formacién del conjugado NTS-SPDP

Se disolvieron 10 mg de NTS (ELYENKPRRPY IL; peso melecular: 1672 Da, Sigma, St. Louis,
MO, EE.UU) en 2 mL de PBS para cromatografia. En otro tubo, se disolvieron 5.6 mg de LC-
SPDP en 30 uL de DMSO, rapidamente ambas soluciones se mezclaron vigorosamente en un
vortex (1000-1500 r.p.m) durante 30 min a TA, y protegido de la luz, para evitar la formacion de
precipitados. Finalizada la incubacion, el conjugado NTS-SPDP se purifico en una columna de
Sephadex G10 (GE-Healthcare Bio Sciencies AB) previamente equilibrada con PBS para
cromatografia a TA. Luego, se recolectaron 130 fracciones de 0.1 mL, y se determind la
absorbancia a 220 y 280 nm en el Nanodrop, en la modalidad “UV-Vis”. Se obtuvo el
cromatograma graficando la absorbancia contra el volumen de elucién. Se juntaron las fracciones
donde eluyo el primer pico (fracciones 50 al 100), se juntaron y se concentr6 a un volumen a 0.8

mL utilizando un microconcentrador al vacio. El primer pico contiene la fraccion NTS-SPDP.
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5.4.3 Formacion del conjugado PF-SPDP

Se disolvieron 8.1 mg de péptido fusogénico (GLFEAIAEFIEGGWEGLIEGCAKKK;
SynBioSci) en 2 mL de PBS para cromatografia. En otro tubo, se disolvieron 2.4 mg de LC-SPSP
en 28.8 uL de DMSO. Ambas soluciones se mezclaron rapidamente en un vortex a una velocidad
de 1000-1500 r.pm., durante 30 minutos a TA y protegido de la luz, para evitar la formacion de
precipitados. Finalizado este periodo de incubacion, la mezcla de reaccion se purificé por
cromatografia de exclusién molecular en resina Sephadex G-15 (GE-Healthcare Bio Sciencie AB),
previamente equilibrada con PBS para cromatografia. Se leyd la absorbancia a 220 y 280 nm en
el NanoDrop, y se colectaron 150 fracciones de 0.1 mL. Se obtuvo el cromatograma graficando la
absorbancia contra el volumen de elucién. Se juntaron las fracciones donde eluye el primer pico
(43 al 135), se juntaron y se concentraron a un volumen de 0.8 mL utilizando un concentrador al

vacio. El primer pico contiene la fraccion PF-SPDP.

5.4.4 Formacion del conjugado NTS-PLL-PF

En un tubo de ensayo de 5 ml estéril, se mezclaron los volimenes correspondientes a las
fracciones de NTS-SPDP y PF-SPDP en un vortex e inmediatamente después, se agregd la fraccion
del complejo PLL-SPDP-SH y se agito vigorosamente en un vortex, protegido de la luz durante
12 ha TA. Al término de la incubacion, se hizo una dilucién 1:50 en PBS para cromatografia y se
ley6 la absorbancia a 343 nm para determinar la eficiencia de la reaccion basédndose en la
concentracion de la piridina-2-tiona liberada durante la conjugacién. El conjugado NTS-PLL-PF,
se purifico por cromatografia de exclusiébn molecular en resina Biogel A-15m (Bio-Rad
laboratories; Hercules, CA, EE.UU) previamente equilibrada con 2 M guanidina en 10 mM de
Hepes, pH 7.4. Se recolectaron 110 fracciones de 1 mL. Se diluyeron 100 pL de cada fraccién con
200 uL de PBS para cromatografia y se determind la absorbancia simultdneamente a 215, 280 y
343 nm, en un espectrofotometro Beckman. Se obtuvo el cromatograma de purificacion
considerando las tres longitudes de onda. Se juntaron las fracciones en donde eluyen conjugados
de peso molecular en el rango de 66,000 a 200,000 Da y se redujo el volumen a 1 mL utilizando
una camara de ultrafiltracion bajo atmosfera de N> modelo 12 (Amicon Corporation; Lexington,
MA, EE.UU), usando una membrana Millipore de 30,000 Da. Se llevé a cabo la diélisis de la
solucion que contiene el conjugado NTS-PLL-PF, usando una membrana de dialisis de celulosa

regenerada de la marca Fisherbrand® de 12,000-14,000 Da de exclusion molecular, en 2 L de PBS
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para células (8.1 mM Na;HPO4, 1.2 mM KH2PO4, 138 mM NaCl, 2.7 mM KCI, pH 7.4) durante
12 h. EIl proceso de didlisis se repitio cinco veces utilizando en cada cambio PBS para células
fresco. Finalmente la solucion que contiene la NTS-PLL-PF se esterilizo por filtracion en
membrana hidrofilica de 0.22 um, y enseguida se alicuoté en volimenes de 10 y 20 pL, y se
almacenaron a - 70 °C. La concentracion de PLL en el conjugado se calculé en base a una curva
estandar de PLL (50,000 Da) graficando la absorbancia a 215 nm contra la concentracion (0.1 a
1.0 mg/mL in PBS para células). Se leyo la absorbancia a 215 nm de muestras diluidas del
conjugado NTS-PLL-PF y se interpolaron los valores en la curva estandar, los cuales se corrigieron
por el factor de dilucién para calcular la concentracién de PLL en el conjugado (mg/mL). La
concentracion molar del conjugado se obtuvo por la divisién de la concentracién de PLL en el

conjugado (mg/mL) entre el peso molecular promedio del conjugado.

5.4.5 Formacion del sistema de nanoparticulas de NTS-poliplex

La formacion de las NPs de NTS-poliplex involucra dos reacciones electrostaticas consecutivas
de 30 minutos de duracién cada una [40]. En la primera reaccion, el péptido cariofilico (PK) se
acopla electrostaticamente al ADN plasmidico para formar el complejo ADNp-PK. En la segunda
reaccion, el NTS-acarreador se acopla al complejo ADNp-PK para formar las nanoparticulas de
NTS-poliplex. Las concentraciones molares 6ptimas (CMO) de los reactantes se pueden predecir
por los ensayos de retardo electroforético, que permite seleccionar la concentracion molar éptima
de la formacion del complejo ADNp-PK, y el ensayo de retencion electroforética, que permite
seleccionar la concentracion molar éptima del NTS-acarreador acoplado al complejo ADNp-PK.

Trabajos previos han correlacionado el patron de migracion con la eficiencia de transfeccion
gue ha servido de base para establecer el criterio para seleccionar las concentraciones molares que
proporcionen la eficiencia de transfeccion mas alta, a las cuales se les ha denominado
concentraciones molares optimas [46]. Se utilizé el péptido de 20 aminoacidos de la proteina de
direccionamiento nuclear Vpl del virus SV40 (PK; MAPTKRKGSCPGAAPNKPK; 90 % purity;
Synpep Corp; Dublin, CA, EE.UU).
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5.4.5.1 Acople electrostatico entre el DNAp y el PK

Se utilizo el criterio de los microensayos de retardo en gel de agarosa, para determinar las CMO
de la formacion del complejo DNAp-PK. Alicuotas de concentraciones crecientes del PK (0 - 12
uM con un A de 1 uM) fueron agregadas a alicuotas de 6 nM de DNAp; las mezclas fueron
incubadas en agitacion a una velocidad de 1000 r.pm durante 30 min. Al término de la incubacion,
los conjugados formados a cada relacion molar fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa
al 0.8 %, a 80 voltios, durante 45 minutos en buffer de corrida TAE (Tris-base 40mM, Acido
acetico Glacial 40 mM, EDTA 1 mM). Las bandas de DNAp se tifieron con bromuro de etidio y
fueron fotodocumentadas y digitalizadas en un transluminador de luz UV. Se determind que la
relacion molar optima de la formacion del conjugado DNAp-PK fuera aquella que retarde su

corrimiento electroforético por encima del DNAp del control.

5.4.5.2 Acople electrostatico entre el acarreador de NTS y el DNAp-PK

Se utilizo el criterio de los microensayos de retencion electroforética en geles de agarosa para
determinar las relaciones 6ptimas de la formacion del NTS-poliplex con el vector fusogénico de
neurotensina y el complejo DNAp-PK. Brevemente, a la relacién molar optima del conjugado
DNAp-PK obtenida como se describio en el apartado anterior, se le afladio lentamente el complejo
NTS-PLL-PFaconcentraciones crecientes (0 —216 nM con un A de 18 nM). La mezcla de reaccion
se incubd en agitacion a una velocidad de 1000 r.pm durante 30 min. Al término de la incubacion,
los poliplexes formados a cada relacion molar fueron sometidos a las mismas condiciones de
electroforesis y tincion que el apartado anterior. Se determind que la relacion molar éptima de la

formacién del NTS-poliplex fuera aquella que retuviera la totalidad del DNAp en el pozo del gel.
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5.5  Propiedades fisicas de las nanoparticulas de NTS-poliplex

5.5.1 Microscopia electronica de barrido

El tamafo de las NPs de NTS-poliplex se midi6 usando la tecnologia de Microscopia
Electronica de Barrido por Emisién de Campo (SEM, Zeiss modelo, Auriga-39-16). Las muestras
de NPs de NTS-polplex se colocaron en un portaespécimen de cobre, aderida a una cinta de doble
cara #5085 SPI-AB-Cu. Las muestras se secaron en una cadmara de vacio (SecadorTM 1.0 gabinete
desecador, Bel-Art Products; Wayne, NJ, EE.UU.) durante 24 horas a TA. Las nanografias se
tomaron en el Laboratorio Avanzado de Electron Nanoscopia, Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV).

5.5.2 Determinacion del tamafio de particula y potencial zeta.

El didmetro hidrodindmico y el potencial zeta de las NPs de NTS-poliplex se midieron por la
técnica de Dispersion de Luz Dindmica (DLS) usando el analizador de tamafio Zetasizer,
modeloNano ZS90 (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido). Ademas, se utilizé el kit
“Malvern Dip Cell”, modelo ZEN1002, para la medicion del Potencial Zeta. Las muestras de NPs
de NTS-polyplex fueron construidas como se indico en la Tabla 2, utilizando agua grado biologia

molecular (18 mQ) como un vehiculo y diluido a 1 mL en agua ultra-limpia a 18 mQ.

5.6 Transfecciones

5.6.1 Invitro
Se utilizé la linea celular de neuroblastoma murino N1E-115 para obtener una linea celular que
exprese altos niveles de Nurrl (N1E-115-Nurrl) y para determinar la funcionalidad de los
plasmidos del sistema regulable original (que contiene el promotor CMV), asi como los plasmidos
bifincionales del sistema regulable (que contiene el promotor NBRE3x, el promotor TRE y el gen

de interés).
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5.6.1.1 Transfeccion del plasmido pCMV-Script-Nurrl en celulas N1E-115
(obtencidn de la clona N1E-115-Nurrl)

Con el objetivo de contar con una linea celular que exprese altos niveles de Nurrl, se procedid
a transfectar células N1E-115 con el pCMV-Script-Nurrl, que codifica para el factor de
transcripcion Nurrl, (donado por el Dr. Michael J. Bannon), mediante Lipofectamina 2000
(Invitrogen life Technologies. U.S.A), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se utiliz6 G-
418 como antibiotico de seleccion. De manera breve se describe como se obtuvo la clona N1E-
115-Nurrl: Se sembraron 25,000 células en 4 pozos de cultivo de 2 cm? (en medio DMEM
suplementado, ver siguiente apartado), dos pozos controles; (control 1, sin antibiético y sin
transfectar; control 2, con antibiético y sin transfectar) y dos pozos experimentales transfectados.
Las células control 2 y los dos pozos experimentales se cultivaron en presencia de 200 pg/mL de
G-418. Cada 24 horas se realizaron cambios de medio a cada pozo (control 2 y experimentales) a
razon de 200 pg/mL de G-418. Después de 7 dias de cultivo, las células experimentales y el control
2 alcanzaron una concentracion de 1400 pg/mL de G-418, a esta concentracion de antibidtico las
células control 2 se murieron. Posteriormente, las células experimentales que contenian altas
concentraciones de antibidtico se amplificaron en presencia de G-418 a una concentraciéon de
mantenimiento de 200 pg/mL. Una vez obtenida la clona celular N1E-115-Nurrl se procedio a

realizar los experimentos de transfeccion con los plasmidos de interés.

5.6.1.2 Determinacion de las concentraciones molares optimas del complejo
DNAp-PK

La mutante de la proteina Vpl del virus SV40 (MAPTKRKGSCPGAAPNKPK) fue sintetizada
por (Synpep Corp; Dublin, CA, EE.UU) con una pureza del 97 %. La carga neta positiva del PK
permite su union electrostatica al DNAp (polianion) para formar el complejo DNAp-PK. Tanto el
DNAp como el PK se diluyeron con medio DMEM libre de suero. Para determinar la
concentracion molar entre el DNAp y el PK que produjera polifecciones eficientes, se incubaron
concentraciones constantes de DNAp (6 nM, concentracion final) con concentraciones crecientes
del PK (1-11 uM con un A de 1 uM, concentraciones finales) durante 30 minutos a TA y en
agitacion constante. Al final de la incubacion las diferentes mezclas de reaccion se sometieron a

electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %, a 80 V por 45 minutos, el patron de corrimiento
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electréforetico del DNAp se revel6 con bromuro de etidio (10 pg/ml en TAE). Se selecciond la
primera relacién que mostro un claro retardo electroforético con respecto al DNAp control (sin
PK). Esta relacion se conoce como la relacion optima del DNAp-PK segun lo establecieron
nuestros trabajos previos [38,40,46]. Las bandas fueron fotografiadas en un fotodocumentador
BioDoc-It Imaging System (UVP; Upland, Canada).

5.6.1.3 Construccién de las nanoparticulas de NTS-poliplex
5.6.1.3.1 Determinacion de las concentraciones molares oOptimas del

complejo DNAp-PK- acarreador de NTS

Como se ha mencionado anteriormente, las NPs de NTS-poliplex se construyen por la union
electrostatica de: 1) DNAp, 2) PK y 3) NTS-acarreador. Para construir NPs de NTS-poliplex de
buena calidad, que produzca transfecciones altamanente eficientes, es necesario determinar la
concentracion molar dptima de sus componentes. Posterior a la determinacion de la concentracion
molar 6ptima del complejo DNAp-PK (como se describi6 en al apartado anterior), se procede a
determinar la concentracion molar 6ptima del NTS-acarreador, que se une al complejo DNAp-PK,
como se describe a continuacion: Se incubaron alicuotas constantes de 6 nM de DNAp con el PK
(a la concentracion optima determinada previamente, para cada plasmidos en estudio). Después de
30 min de incubacion, en agitacion orbital a 1000 r.p.m, se mezcalron con concentraciones
crecientes del NTS-acarreador (216 nM, 234 nM, 252 nM y 270 nM). La mezcla de reaccién se
incubd durante 30 minutos adicionales en agitacion orbital continua a 1000 r.p.m. Al finalizar la
segunda incubacion, las mezclas de reaccidn se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al
0.8 %, a 80 V por 45 minutos y el patron de corrimiento electroforético del DNAp se revel6 con
bromuro de etidio (10 pg/ml en TAE). Se seleccioné la primera concentracion molar, del NTS-
acarreador, que mostro una clara retencion del corrimiento electroforético del DNAp. Esta relacion
se conoce como la concentracién molar 6ptima del complego DNAp-PK-NTS-acarreador, segun
lo establecieron nuestros trabajos previos [38,40,46]. Las bandas fueron fotodocumentadas en un
fotodocumentador BioDoc-It Imaging System (UVP; Upland, Canada). Todos los procedimientos
se realizaron a TA. S6lo en los ensayos de trannfeccidn in vitro, se adiciond 1 % de SBF, después

de formar el complejo DNAp-PK, con la finalidad de lograr la compactacion total del DNAp.
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5.6.1.3.2 Transfeccion de los plasmidos del sistema regulable mediante las
nanoparticulas de NTS- poliplex

Los ensayos de transfeccion se realizaron en la clona celular N1E-115-Nurrl. Las células fueron
transfectadas a una confluencia de 50 % en pozos de 1 cm? partiendo de una cantidad inicial de
50,000 células. En este punto se transfectaron con los plasmidos control y los que conforman el
sistema regulable e inmediatamente se adiciond Doxiciclina (Dox +, grupos control positivo de la
expresion del transgén). Despueés de 24 horas de transfeccion, el medio se diluyd 1:2 con medio
fresco suplementado y las células se incubaron por un periodo adicional de 48 h (periodo de
expresion). La Dox se adiciono al medio de cultivo cada 24 h a una concentracion final de 100
ng/mL. Los experimentos control negativo, se realizaron en ausencia de Dox (Dox -). Al finalizar
este tiempo, las células se lavaron con PBS para ser fijadas con PFA (paraformaldehido) al 4 %
durante 10 minutos, y montadas en portaobjetos para flourescencia o para proceder a la deteccion

de la proteina de interés, mediante la técnica de inmunoflourescencia indirecta.

5.6.1.4 Ensayos de doble inmunoflourescencia indirecta

Las células NIE-115-Nurrl fueron transfectadas como se menciona anteriormente. Brevemente
se describe como se llevo a acabo los ensayos de doble inmunoflourencia: Primero, las células se
lavaron 3 veces con PBS durante 5 minutos, posteriormente se fijaron con paraformaldehido al 4%
en PBS por 10 minutos. Luego se lavaron 3 veces con PBS por 5 minutos. Se procedio a
permeabilizar con una solucion de PBS-Triton al 0.1% 3 veces durante 10 minutos. Enseguida, se
procedié a bloguear con suero normal de cabra o de caballo al 10% disuelto en PBS-Triton al 0.1%
durante 30 minutos a TA. Despues, las células se lavaron 3 veces con una solucion de PBS-Triton
al 0.025% durante 5 minutos. Posteriormente, se procedi6 a incubar con los anticuerpos primarios
a 4 °C durante 24 horas: anti-Nurrl hecho en conejo (1/200; Santa Cruz Biotechnology; Santa
Cruz, CA, EE.UU), anti-hnGDNF hecho en cabra (1:500; Abcam; Cambridge, MA, RU), anti-
Golgin 97 hecho en raton (1/200, Molecular Probes; Grand Island, NY, EE.UU). Después del
tiempo de incubacion con los anticuerpos primarios, las células se lavaron 3 veces con PBS-Triton
al 0.025% durante 5 minutos y finalmente, se procedi6 a incubar con los anticuerpos secundarios
durante 2 horas a TA protegido de la luz: anti-conejo alexa 488 hecho en pollo (1/200; Invitrogen;
Grand Island, NY, EE.UU), anti-cabra alexa 488 hecho en burro (1/200; Invitrogen; Grand Island,

NY, EE.UU), anti-conejo Texas red hecho en caballo (1:400; Vector Laboratories; Burlingame,
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CA, EE.UU), anti-raton Texas Red hecho en caballo (1/200; Vector Laboratories; Burlingame,
CA, EE.UU). Después de este periodo de incubacion, las células se lavaron con PBS-Triton al
0.025% durante 5 minutos y posteriormente, los nucleos se tifieron con una solucion 1 mM de
Hoescht 33258 en PBS durante 5 minutos y finalmente, las células se lavaron 3 veces con PBS, se
dejaron secar a TA y los cubre objetos se montaron sobre portaobjetos para flourescencia con
Vectahield (Vector Laboratories; Burlingame, CA, EE.UU). La fluorescencia de los tejidos se
analizaron con el objetivo 63X del microscopio Leica DMIRE2 (Leica Microsystems; Wetzlar,
Germany), usando los siguientes filtros: K3 para la alexa 488 y TX2 para Texas Red y A para
Hoescht.

5.6.2 Invivo

Antes de llevar acabo los ensayos de transfeccion in vivo, se procedio a estandarizar el sitio de

inyeccion en la SNpc de rata sana.

5.6.2.1 Sitio de inyeccion en la substantia nigra pars compacta de rata

Para estandarizar el sitio de inyeccion en la SNpc, se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar
de 210-230 g de peso corporal, las cuales fueron anestesiadas con una mezcla de ketamina-xylazina
(120 mg/kg: 9mg/kqg) y fijadas a un aparato estereotaxico. Después de la trepanacion, se procedid
a inyectar fucsina intracraneal, en las coordenadas: AP + 2.5 mm, ML + 2.0 mm, DV - 6.7 de la
dura madre. Diez minutos posteriores a la inyeccion del colorante, la rata fue perfundida con PFA
al 4 % y el cerebro fue incluido en sacarosa al 30 % por 3 dias. Posteriormente, se obtuvieron
cortes coronales mesencefalicos 30 um de espesor. Los cortes obtenidos fueron tefiidos con violeta

de cresilo y montados en portaobjetos.
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5.6.2.2 Transfeccion de las neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra
pars compacta de rata

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, como se describio en el apartado anterior. Después
de la trepanacion, se inyectaron 2 pL de la solucion de NPs de NTS-poliplex (conteniendo el
plasmido en cuestion) a un flujo de 10 pL/h, en la SNpc del lado izquierdo. Las coordenadas
fueron: AP, + 2.5 mm; ML, + 2.1 mm de la linea interaural; DV, - 6.7 de la dura madre. Las
concentraciones usadas para transfectar los diferentes plasmidos se muestran en la tabla 1. Después
de la cirugia los animales fueron puestos en sus cajas con agua y comida at libitum y mantenidas

en ciclo de luz/obscuridad de 12:12 h.

5.6.2.3 Ensayos de retrotranscripcion y reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR)

En los ensayos de RT-PCR, se extrajo RNA (&cido ribunocleico, por sus siglas en inglés) total
utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen Corporation; Carlsbad, CA, EE.UU). Mediante éste
ensayo, se mostrd la expresion del RNAmM (RNA mensajero) del EGFP, hGDNF y el rtTA en la
SNpc y ST de rata y fue cuantificado por espectrofotometria a 260 nm y analizada por
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. EI RNA total fue disuelto en agua libre de RNAsas para
conservar su integridad. EI RNA total fue transcrito con la transcriptasa reversa SuperScript 111
(200 U) usando 0.1 pg de oligo-dT (Invitrogen Corporatio; Carlsbad, CA, U EE.UU). EL cDNA
sintetizado fue amplificado en un termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Applied
Biosystems; Foster city, CA, EE.UU) usando 1 nmol de cada oligo sentido y anti-sentidoy 1.5 U
de Tag DNA polimerasa (Invitrogen Life Technologies; San Diego, CA, EE.UU) a un volumen
final de 25 pL. Se utilizé6 PCR de punto final para amplificar el EGFP, hGDNF, rtTA-Av, Nurrl
y Actina, en la SN completa y ST. Se amplificé un fragmento de 649 pb del EGFP (ver tabla 3),
un fragmento de 555 pb correspondiente al hGDNF, un fragmento de 401 pb correspondiente al
rtTA, un fragmento de 565 pb correspondiente a Nurrl y un fragmento de 213 pb correspondiente
a la actina (control de carga). Después del paso de desnaturalizacion a 94°C durante 5 min, la
amplificacion se realiz6 con 35 ciclos para los cinco transcriptos, la temperatura de alineamiento
utilizada se muestra en la tabla 1. Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en
gel de agarosa al 2 %, tefiido con bromuro de etidio y fotografiado en un fotodocumentador
BioDoc-It Imaging System (UVP; Upland, Canada).
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Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacidn de los transcritos de interés

Oligonucledtido Ta (°C), Te (°C), Fragmento Sequences (5% 3°)
duracion (s) duracion (s) (pb)
EGFP sentido CTGGTCGAGCTGGACGGCGAC
66, 15 72,36 649
EGFP anti-sentido AGAGTGATCCCGGCGGCGGTC
hGDNF sentido 61,15 72,33 555 TTATGGGATGTCGTGGCTGT
hGDNF anti-sentido GTCATCATCAAAGGCGATGG
rtTA-Ad sentido 60, 15 72,33 101 CTGACAGGATGCAGAAGGAGAT
rtTA-Ad anti-sentido AGTAACAGTCCGCCTAGAAGCA
Actina sentido 62,15 72,30 213 CTGACAGGATGCAGAAGGAGAT
Actina anti-sentido AGTAACAGTCCGCCTAGAAGCA
Nurrl sentido 60, 15 72,33 565 TCCCTTCACAACTTCCACCA
Nurrl anti-sentido CCGTGCGAACCACTTCTTTA
Nota: Los oligonucledtidos fueron disefiados con el programa Primer 3

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3 _www.cdi)

5.6.2.4 Ensayos de retrotranscripcion y reaccién en cadena de la
polimerasa cuantitativa (RT-qPCR)

El aislamiento, la preparacion del RNA total y la reaccion de retrotranscripcion se realizé como
se describid en el ensayo de RT-PCR. Se aislo el RNA total de la SN usando el reactivo Trizol
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA) y luego, la preparacidn de RNA, se traté con DNasa
I, libre de RNasas. La retrotranscripcion se realizé con 1 pg de RNA total proveniente de la SN
con la enzima SuperScript Il (200 U) usando 0.1 mg de oligo dT (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA, EE.UU.). Se mezclo 1 uL del producto de reaccidn de retrotranscripcion con la
mezcla de raccion “TagMan® Universal MasterMix 2X” y la sonda especifica de “20X
TagMan®” (Applied Bioystems, Foster City, CA, EE.UU.), a un volumen final de 20 pL. La
reaccién de amplificacion se realizo durante 45 ciclos, utilizando un termociclador en tiempo real,

Rotor-Gene Q (Qiagen, Alemania). Las sondas TagMan® especificas para los genes de interés
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fueron: Rn00667869 m1 para [-actina de rata: Rn01402432_ml1 para GDNF de rata;
Rn00591740_m1 para MMP-3 de rata: Hs01931883_s1 para GDNF humano. Se utilizo el oligo
sentido: 5-GAAAGAGAGACACCTACCACG; el oligo anti-sentido: 5'-
TCCAGGCCACATATGATTAG; y la sonda: 5-FAM-AAAGGAAGGCAGGTTCGGCTCC
para el rtTA-Av (Applied Bioystems, Foster City, CA, EE.UU.). También se amplificaron los
niveles de RNAm de B-actina para cada muestra y se utilizaron como control interno y
normalizacion. Los valores del umbral de ciclado (Ct) para -actina, GDNF, MMP-3, hGDNF y
rtTA-Av se midieron y calcularon usando el programa Rotor-Gene Q (Qiagen, Alemania). Los
niveles relativos de transcripcion se expresaron como la razon de cambio para la expresién génica
y se calcularon usando el método 2241 [109,110]. Para las muestras control no tratadas, AACt es
igual a 0 y por lo tanto al sustituirlo en la exuacion esta se convierte en 2° lo cual es igual a 1, la

razon de cambio en la expresion del gen rGDNF y MMP-3, en estado intacto, es igual a 1 [111].

5.6.2.5 Ensayos de doble o triple inmunoflourescencia indirecta

Ratas de la cepa Wistar transfectadas en la SNpc fueron perfundidas transcardialmente con 100
mL de PBS, posteriormente con 150 mL de paraformaldehido al 4 % en PBS. Se obtuvieron los
cerebros y se colocaron en una solucion de paraformaldehido al 4 % durante 24 horas a 4 °C para
su fijacion. Finalizado este tiempo se colocaron en solucidn de sacarosa en PBS (30 %) en un
periodo de 48 horas a 4 °C. Al término de este tratamiento, los cerebros fueron cortados para
obtener rebanadas de 30 um de espesor en el plano coronal, utilizando un micrétomo de
deslizamiento Leica SM100 (Leica Microsystems; Nussloch, Germany). Se realizd una
inmunofluorescencia a los cortes mesencefalicos para mostrar las neuronas inmunoreactivas a TH,
EGFP, rtTA-Av y hGDNF o Nurrl, del area de interés. Los cortes se permeabilizaron con una
solucion de triton al 0.5 % en PBS haciendo 3 incubaciones de 10 minutos cada una. El bloqueo
de sitios inespecificos se realizd con 10 % de suero normal de cabra o de caballo durante una hora
a TA y después el tejido se lavd con PBS-Tritén al 0.025 % 3 veces durante 5 minutos.
Posteriormente los cortes fueron incubados durante toda la noche a 4 °C con los siguientes
anticuerpos primarios: anti-tirosina hidroxila monoclonal hecho en ratén (1/1000, Sigma-Aldrich;
St. Louis, MO, EE.UU) y anti-EGFP policlinal hecho en conejo (1:1500, Abcam; Cambridge, MA,
RU) o en combinacion con el anti-GDNF policlonal hecho en conejo (1:250, Abcam; Inc.,
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Cambridge, RU) y con el anti-TetR monoclonal hecho en ratdn (que reconoce al rtTA-Av; 1:250,
Clontech; Palo Alto, CA, EE.UU) o anti-Nurrl hecho en conejo (M196, Santa Cruz
Biotechnology; Santa Cruz, CA, EE.UU). Después de la incubacion con los anticuerpos primarios
los cortes fueron lavados 3 veces durante 5 minutos con PBS-0.025 % triton X-100 para continuar
con la incubacion del anticuerpo secundario durante 2 horas, a TA, con el siguiente anticuerpo
secundario anti-raton Texas Red hecho en cabra (1:900; Vector Laboratories; Burlingame, CA,
EE.UU) en combinacion con el anticuerpo secundario anti-conejo alexa 488 hecho en pollo (1:200,
Invitrogen; Grand Island, NY, EE.UU), y con el anti-raton CY5 hecho en cabra (1:200, Invitrogen,
Co., Grand Island, NY, EE.UU). Posteriormente los cortes fueron lavados con PBS-0.025 % Triton
X-100 3 veces durante 5 minutos. Por altimo, los cortes fueron montados en cubreobjetos para
inmunofluorescencia con Vectahield (Vector Laboratories; Burlingame, CA, EE.UU) vy
posteriormente fuerdnsellados con resina epdxica. La fluorescencia de los tejidos se analizaron

con el objetivo 40 X 0 63 X del microscopio Leica SP8 (Leica Microsystems; Wetzlar, Germany).

5.6.3 Analisis estadistico

Todos los resultados se expresaron como valores de la media £ desviacion estandar (o),
obtenidos a partir de tres o seis experimentos independientes. El tamafio de la muestra se determind
para la prueba de ANOVA de una via usando el software estadistico Sigma Plot v.12. Después de
la prueba de normalidad con el analisis F de Snedecor “t” pareada se utilizé para determinar la
significancia entre los grupos no transfectadas y transfectadas con Nurrl. La significancia entre
los valores experimentales con sus controles se analizé mediante ANOVA de una via seguido del
analisis de Bonferroni, usando el programa estadistico Graph Pad Prism 5.0 (GradPad Software

Inc., La Jolla, CA, EE.UU.). La significancia estadistica se establecié como P < 0.05.
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6. Resultados

6.1  Caracterizacion de los plasmidos construidos

La seleccion de las clonas que contienen al plasmido de interés con el gen en orientacion
sentido, se llevo a cabo mediante ensayos de restriccion enzimatica y separados en gel de agarosa
al 1%. Las enzimas utilizadas para caracterizar los plasmidos clonados se selecccionaron de
acuerdo al patron de restriccion que producen, ya que aportan informacion respecto al sentido del
gen o genes que contienen. Los perfiles de restriccion fueron evaluados mediante el andlisis in
silico utilizando el software Vector NTI y el Laboratorio de Secuenciacion de la FES-Iztacala,
UNAM determind la exactitud de las secuencias utilizando secuenciacion automatica del DNAp

en un analizador genético modelo 3130XL (Applied Biosystems; Grand Island, NY, EE.UU.).

Con el objetivo de evaluar la funcionalidad del promotor NBRE3x in vitro e in vivo, se procedid
a construir los plasmidos que contienen al gen reportero EGFP o al gen que codifica para hGDNF

en el vector de clonacion pGL2-Basic, bajo el control transcripcional del promotor NBRE3X.

Para identificar al plasmido pNBRE3x-EGFP sentido, se utilizaron las enzimas de restriccion
EcoRl y Sall. La doble digestion con las enzimas EcoRI y Sall del pNBRE3x-EGFP generd un
patrén de restriccion de 2 bandas, que corresponden a 4723 pb y 10 pb (que en el gel no se observd)
(Figura 5 A, linea 1). Este patron de restriccion corresponde al pPNBRE3x-EGFP sentido. Se utilizé
el plasmido pEGFP-N1 como control (Figura 5 A, linea 2).

Para identificar al plasmido pNBRE3x-hGDNF sentido, se utiliz6 la enzima de restriccion Bsml.
La digestion con esta enzima genero un patron de restriccion de 6 bandas que corresponden a 2750
pb, 972 pb, 517 pb, 157 pb y dos bandas de 93 pb (Figura 5 B, linea 1). Este patron de restriccion
corresponde al pNBRE3x-hGDNF sentido. Se utilizo el plasmido pGL2-NBRE3x-Luc como
control (Figura 5 B, linea 2).
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Para identificar al plasmido pNBRE3x-Tet-On-Av sentido, se utilizaron las enzimas de
restriccion Nhel y EcoRI. La doble digestion con estas enzimas genero un patrén de restriccion de
2 bandas, una banda de 5788 pb y otra de 1144 pb (Figura 5 C, linea 1). Este patron de restriccion
corresponde al pPNBRE3x-Tet-On-Av sentido.

Para identificar al plasmido pTRE-Tight-EGFP sentido, se utilizaron las enzimas de restriccion
BamHI y EcoRV. La doble digestién con estas enzimas generd un patron de restriccion de 2
bandas, una banda de 2547 pb y otra de 768 pb (Figura 5 D, linea 1). Este patron de restriccion
corresponde al pTRE-Tight-EGFP sentido.

Para identificar al plasmido pTRE-Tight-hGDNF sentido, se utilizd la enzima de restriccion
Bsml. La digestion con la enzima Bsml del pTRE-Tight-hGDNF generd un patrén de restriccion
de 2 bandas, una banda de 3064 pb y otrade 171 pb (Figura 5 E, linea 1). Este patron de restriccion
corresponde al pTRE-Tight- hGDNF sentido.

Para identificar al plasmido bifuncional pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-EGFP sentido, se utilizaron
las enzimas de restriccion Hindlll y Smal. La digestion con la enzima Hindlll produjo una banda
de 3308 pb y otra de 2001 pb (Figura 5 F, linea 2). La digestién con la enzima Smal produjo una
banda de 3024 pb y otra de 2285 pb (Figura 5 F, linea 3). Este patron de restriccion corresponde
al pPNBRE3x-rtTA-Av-TRE-EGFP sentido.

Para identificar al plasmido bifuncional pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-hGDNF sentido, se
utilizaron las enzimas de restriccion Bsml y Hindlll. La digestiéon con la enzima Bsml gener6 4
bandas esperadas de 3233, 1481, 171 y 93 pb (Figura 5 G, linea 2). La digestion con la enzima
Hindlll generd 2 bandas esperadas de 3228 y otra de 93 pb (Figura 5 G, linea 3). Este patron de
restriccion corresponde al pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-hGDNF sentido. Los resultados de los

ensayos de restriccion demuestran la orientacidn correcta de los fragmentos clonados.

La figura 5 muestra los perfiles de restriccion enzimatica de los plasmidos construidos. Los

mapas simplificados de los plasmidos correpondientes se muestran en la Figura 6.
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Figura 5. Perfiles de restriccion enzimatica de los pldsmidos construidos. Figuras representativas del
perfil de restriccion enzimética evaluado con diferentes enzimas de restriccion. A) pNBRE3x-EGFP
digerido con las enzimas ECORI y Sall. B) pPNBRE3x-hGDNF digerido con la enzima Bsml. C) pNBRE3x-
Tet-On-Av digerido con las enzimas Nhel y EcoRI. D) pTRE-Tight-EGFP digerido con las enzimas BamHI
y EcoRV. E) pTRE-Tight-hGDNF digerido con la enzima Bsml. F) pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-EGFP
digerido con las enzimas Hindlll (carril 2) y Smal (carril 3). G) pPNBRE3x-rtTA-Av-TRE-hGDNF, digerido

con las enzimas Bsml (carril 2) y Hindlll (carril 3). MM = Marcadores de peso molecular de 1 kpb.
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Figura 6. Mapas de los plasmidos construidos. A) pCMV-Script-Nurrl (5.7 Kb) codifica para Nurrl bajo
el control transcripcional del promotor CMV. B) pNBRE3x-EGFP (4.5 kb) codifica para la EGFP, bajo el
control transcripcional del promotor NBRE3x. C) pNBRE3x-hGDNF (4.5 kb) codifica para hGDNF, bajo
el control del promotor NBRE3x. D) pTet-On-Avanzado (7.1 kb) codifca para la proteina rtTA-Av, bajo el
control transcripcional del promotor CMV. E) pNBRE3x-Tet-On-Av (7.1 kb) codifca para el rtTA bajo el
control del promotor NBRE3x. F) pTRE-Tight-EGFP (3.3 kb) codifica para EGFP bajo el control del
promotor TRE. G) pTRE-Tight-hGDNF (3.2 kb) codifica para hGDNF bajo el control del promotor TRE.
H) pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-hGDNF (5.2 kb) codifica para el rtTA-Av, bajo el control transcripcional del
promotor NBRE3X, y hGDNF bajo el control transcripcional del promotor TRE. 1) pNBRE3X-rtTA-Av-
TRE-EGFP (5.3 kb) codifica para el rtTA-Av bajo el control transcripcional del promotor NBRE3x y

codifica para EGFP bajo el control transcripcional de promotor TRE.
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6.2  Transfeccion del pCMV-Script-Nurrl en células N1E-115

La activacion de los promotores hDAT y NBRE3x depende del factor de transcripcion Nurrl
[89,93,112,113]. Sin embargo, las células N1E-115 donde se evalla la actividad de las NPs de
NTS-poliplex in vitro por poseer el NTSR1 [114,115], no expresan Nurrl. Para superar esta
limitante, transfectamos las células N1E-115 con el pCMV-Script-Nurrl y seleccionamos clonas
utilizando el antibiotico G-418 (células N1E-115-Nurrl). El andlisis de inmunofluorescencia
indirecta revelo la presencia de la proteina Nurrl en el nucleo de las células N1E-115-Nurrl
transfectadas, pero no en las células N1E-115 (Figura 7). El recuento celular automatizado revel6
la presencia de Nurrl en el 45 + 1 % de las células N1E-115-Nurrl (Figura 7).
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Figura 7. Modificacion genética de las células N1E-115 para que expresen Nurrl (N1E-115-Nurrl)
mediante la transfeccién del plasmido pCMV-Script-Nurrl. A) Microfotografias representativas de
secciones oOpticas de 0.5 um en el plano x-y (horizontal) y en el plano z (vertical) de la inmunorreactividad
a Nurrly de la fluorescencia de Hoechst-33258 (H-33258), tincion nuclear. Células N1E-115 transfectadas
con pCMV-Script-Nurrl (N1E-115-Nurrl). Barra de calibracion = 10 um. B) Grafica que muestra el
porcentaje de células que expresan Nurrl. El recuento celular se realizé en 3 campos de cada cubreobjeto
(n = 3 cubreobjetos), utilizando el programa ImageJ 1.47v; Wayne Rasband, EE.UU. Andlisis de t pareada;
§ P <0.0072.
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6.3 Sintesis del acarreador de neurotensina

El conjugado NTS-PLL-PF (nanovector de NTS, también llamado acarreador de NTS) se
obtuvo en cinco etapas consecutivas. (1) sintesis del conjugado PLL-SPDP, (2) sintesis del
conjugado PLL-SPDP-SH, (3) sintesis del conjugado NTS-SPDP, (4) sintesis del conjugado PF-
SPDP y (5) sintesis del conjugado NTS-PLL-PF. En la primera etapa, se conjugo6 el SPDP a grupos
amino de la PLL. EIl cromatograma de la purificacion del conjugado PLL-SPDP en columna
(Figura 8. A) muestra dos picos de absorcién a 220 nm y a 280 nm de longitud de onda. EI primer
pico (fracciones 3 a 6) corresponde al conjugado PLL-SPDP (52,043 Da), la PLL absorbe a 220
nm y por la inclusién de un grupo aromatico absorbe a 280 nm. El segundo pico (fracciones 7 a
12) corresponde al residuo N-hidroxisuccinimida (NHS; 114 Da) liberado en la reaccion y el SPDP
libre (425.5 Da). En la segunda etapa, se reduce el conjugado PLL-SPDP con DTT para generar
el conjugado altamente reactivo PLL-SPDP-SH. El cromatograma de purificacion de este
conjugado mostrd 2 picos de absorcion a 220 nm de longitud de onda (Fig 8B), el primer pico
(fracciones 3 a 6) corresponde a la elucidn del conjugado PLL-SPDP-SH (50,631 Da) y el segundo
pico (fracciones 9 al 15), corresponden a la piridina-2-tiona liberada durante la reaccion, que
también absorbe a 280 y 343 nm.

En la tercera etapa, el conjugado NTS-SPDP fue purificado en una columna y el cromatograma
muestra un pico de absorbancia a 215 nm (fracciones 49-78), que de acuerdo al limite de exclusion
de la resina (< 700 Da), corresponde al conjugado de NTS-SPDP, de 2,419 Da (Figura 8C).

En la cuarta etapa, el conjugado PF-SPDP fue purificado en una columna y el cromatograma
muestra dos picos de absorbancia a 220 y 280 nm (Fig 8D). De acuerdo al limite de exclusion de
la resina (< 1,500 Da), el primer pico (fracciones 48 a 76) corresponde al conjugado de PF-SPDP

(3,317 Da) y el segundo (fracciones 80 a 120) corresponde al SPDP libre.
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En la quinta etapa, el conjugado NTS-PLL-PF fue purificado en una columna “Econo-Column
Chromatography” de 50 cm de longitud y 1.5 cm de didmetro, conteniendo resina Biogel A-15m,
se ley6 a 215, 280 y 343 nm. El cromatograma de purificacion a 215 y 280 nm muestra 3 picos.
En los dos primeros picos eluyen los conjugados de alto peso molecular (pico 1, fracciones 25-40,
que en el cromatograma correspondiente no se parecia facilmente, ver Figura 6 E), de bajo peso
molecular (pico 2, fracciones 47-70), y en el tercer pico (fracciones 76-95) donde eluye la piridina-
2-tiona (Figura 8 E). Los conjugados mas eficientes para la transfeccion son los de bajo peso
molecular con un peso promedio de 133 kDa (66 a 200 kDa), que calculado por interpolacion en
la curva estandar de calibracion de la columna (Figura 8 Fy G).
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Figura 8. Cromatogramas de purificacion de los conjugados NTS, PF, y PLL con SPDP. La
purificacion del conjugado PLL-SPDP (A) y del conjugado PLL-SPDP-SH (B) se realiz6 en una columna
con resina EconoPac DG10. La purificacién del conjugado NTS-SPDP se realiz6 en Sephadex G10 (C) y
la purificacién del conjugado PF-SPDP en Sephadex G15 (D). El conjugado NTS-PLL-PF se purific6 en
una comuna con Biogel A- 1.5 m (E). Cromatograma de elucion de los estdndares de peso molecular
utilizados para la calibracion de la columna de Biogel A-15 m (F). Curva de calibracion de los marcadores

utilizados en B (G). La fase mavil fue guanidina2 M en 0.1 M de Hepes, pH 7.4.
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6.4  Construccion de las nanoparticulas de NTS-poliplex

La construccion de las NPs de NTS-poliplex, se realizo en 2 pasos secuenciales: 1) formacion
del complejo DNAp-PK y 2) formacion del complejo (DNAp-PK):NTS-PLL-PF. En el primer
paso se determind la CMO del complejo DNAp-PK, mediante ensayos de retardo electroforético,
mientras que el segundo paso, se determind la CMO del complejo (DNAp-PK)-acarreador de NTS,

mediante ensayos de retencion electroforética, como se describe a continuacion.

6.4.1 Ensayos de retardo electroforético de los plasmidos de interés
(complejo DNAp-PK)

La figura 9 muestra los resultados de los ensayos del patrén de corrimiento electroforético de
retardo de los diferentes plasmidos evaluados en este proyecto. La carga neta positiva del PK
permite la unidn electrostatica al DNAp, la cual se demuestra por medio de geles de retardo
(Agarosa al 0.8% en TAE). Los geles de los plasmidos pNBRE3x-EGFP (Figura 9 A), pPNBRE3x-
hGDNF (Figura 9 B), pTet-On-Av (Fig 9 C), pTRE-Tight-EGFP (Figura 9 D), pTRE-Tight-
hGDNF (Figura 9 E), pPNBRE3x-rtTA-Av-TRE-EGFP (Figura 9 F) y pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-
hGDNF (Figura 9 G) muestran que el retardo de su perfil electroforético estd en funcion de la
concentracion del PK (en concentracion pM). Todos los plasmidos muestran un perfil de retardo
diferente y el criterio de seleccion de la CMO (que se muestra con un “*”) es aquella donde se
observe un ligero retardo electroforético de la banda de menor peso molecular (forma
superenrrollada) de 1 a 2 mm por encima de la banda control de menor peso molecular (forma
superenrrollada; carril C). Este critero de evaluacion, fue establecido de manera empiricay asegura

alta eficiencia de transfeccion in vitro e in vivo [46].
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Figura 9. Ensayos de retardo electroforético de los diferentes plasmidos construidos. A) pNBRE3Xx-
EGFP (pk = 7 uM), B) pNBRE3x-hGDNF (pk = 7 uM), C) pTet-On-Av (pk = 6 uM), D) pTRE-Tight-
EGFP (pk =5 uM), E) pTRE-Tight-hGDNF (pk =5 uM), F) pNBRE3X-rtTA-Av-TRE-EGFP (pk =6 uM).
G) pPNBRE3X-rtTA-Av-TRE-hGDNF (pk = 6 uM) Carriles; M = Marcador de peso molecular, C = Control
electroforético del DNAp, 6 nM, Carriles (1-11) DNAp; 6 nM + PK (1-11 uM con una A de 1 uM). La

R.M.O. esta senialada con un “*”” en el carril del gel correspondiente.
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6.4.2 Ensayos de retencion electroforética de los plasmidos de interés

[complejo (DNAp-PK): acarreador de neurotensina]

La figura 10, muestra los resultados de los ensayos del perfil electroforético de retencion de los
diferentes plasmidos evaluados en este proyecto. La carga neta positiva del complejo NTS-PPL-
PF permite la union electrostatica al DNAp (con cargas positivas libres) del complejo DNAp-PK.
Los geles de los plasmidos, pPNBRE3x-EGFP (Figura 10 A), pNBRE3x-hGDNF (Figura 10 B),
pTet-On-Av (Fig 10 C), pTRE-Tight-EGFP (Figura 10 D), pTRE-Tight-hGDNF (Figura 104 E),
PNBRE3X-rtTA-Av-TRE-EGFP (Figura 10 F) y pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-hGDNF (Figura 10 G)
muestran que el perfil de retencion electroforético estd en funcién de la concentracion del
complejo NTS-PLL-PF (nM). Cada plasmido evaluado muestra un perfil de retencion diferente y

G309

el criterio de seleccion de la concentracion molar 6ptima (CMO, se muestra con un “*”) es aquella
donde se observa un 100 % de retencién de la bandas en el pozo del gel. Se determind que para
los plasmidos pPNBRE3x-EGFP, pNBRE3x-hGDNF, pTet-On-Av, y pNBRE3x-Tet-On-Av-EGFP
la CMO fue de 162 nM. Para los plasmidos pTRE-Tight-EGFP, pTRE-Tight-hGDNF, la CMO fue

de 144 nM y para el pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-hGDNF la CMO fue de 216 nM.
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Figura 10. Ensayos de retencidn electroforética de los diferentes plasmidos evaluados. A) pNBRE3x-
EGFP (1/27), B) pNBRE3x-hGDNF, C) pTet-On-Av, D) pTRE-Tight-EGFP, E) pTRE-Tight-hGDNF, F)
PNBRE3X-rtTA-Av-TRE-EGFP y G) pNBRE3X-rtTA-Av-TRE-hGDNF. Carriles; M =Marcador de peso
molecular, C = Control electroforético del DNAp (6 nM), Carriles 1 control electroforético del complejo
DNAp-PK, Carriles (2-12) DNAp-PK + acarreador de NTS (concentracién molar éptima respecto a 6 nM
de DNAp; con una A de 18 nM de NTS-acarreador). La CMO esta sefialada con un “*” encima del carril

correspondiente de cada imagen.

La concentracibn molar oOptima del complejo DNAp-PK fue utilizada para unir
electrostaticamente el acarreador de NTS y asi formar a las NPs de NTS-poliplex. Se evaluaron
varias concentraciones molares y se determind aquella concentracion que produjo la maxima
eficiencia de expresion del transgén. A la CMO de los componentes de las NPs de NTS-poliplex,
para cada plasmido evaluado, que produjo la maxima eficiencia de expresion del transgén y se
utiliz6 para determinar la funcionalidad de las variantes del sistema regulable Tet-On-Av in vitro
(Tabla 2), e in vivo (Tabla 3).
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Para los ensayos de transfeccion in vivo, las NPs de NTS-poliplex se formaron en ausencia de
suero bovino fetal y 5 veces mas concentradas (volumen final de100 pL), en comparacion a las
NPs construidas para los ensayos de transfeccion in vitro (volumen final de 300 pL), como se

sugiere en Arango-Rodriguez y col. [46], y lograr transfecciones altamente eficientes.

Tabla 2. Concentraciones usadas para formar las NPs de NTS-poliplex en los ensayos in vitro

Componentes

DNAp PK Acarreador de NTS

[nM]  ng/pL [uM]  po/pL [nM] ng/pL

pNBRE3x-EGFP 6 18.52 7 13.36 162 18.38
pPNBRE3x-hGDNF 6 18.12 7 13.36 162 18.38
pTet-On-Av 6 28.12 6 11.44 162 18.38
pTRE-Tight-EGFP 6 13.05 5 9.54 144 16.34
pTRE-Tight-hGDNF 6 12.80 5 9.54 144 16.34
pNBRE3x-tTA-Av-TRE-EGFP 6 21.00 6 11.44 162 18.38

PNBRE3x-rtTA-Av-TRE-hGDNF 6 20.63 6 11.44 216 24.5
Nota: Se utiliz6 medio DMEM no suplementado como vehiculo y 1 % de suero bovino fetal.

Tabla 3. Concentraciones usadas para formar las NPs de NTS-poliplex en los ensayos in vivo

Componentes
DNAp PK Acarreador de NTS
[hM]  ng/pL [uM]  pg/uL [nM] ng/uL
pPNBRE3x-EGFP 30 92.62 35 66.82 810 91.9
pPNBRE3x-hGDNF 30 90.63 35 66.82 810 91.9
PNBRE3x-rtTA-Av-TRE-EGFP 30  105.08 30 57.27 810 91.9
PNBRE3x-rtTA-Av-TRE-hGDNF 30 103.18 30 57.27 1080 122.5

Nota: Se utilizé6 medio DMEM no suplementado como vehiculo.
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6.4.3 Propiedades fisicas de las nanoparticulas de NTS-poliplex con los

plasmidos bifuncionales

El analisis de microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés), mostr6 que
las NPs de NTS-poliplex conteniendo el pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-hGDNF (Figura 11, Ay B) o
pPNBRE3x-rtTA-Av-TRE-GFP (Figura 11, E y F) tienen un diametro de entre 40 y 120 nm.

El andlisis de dispersion de luz dindmica (DLS, por sus siglas en inglés), mostro que el didmetro
promedio de las NPs de NTS-poliplex que contenian el pPNBRE3x-rtTA-Av-TRE-hGDNF fue de
185,7 nm y un potencial zeta promedio de + 22.6 mV (Figura 11, C y D), mientras que las NPs
que contenian el plasmido pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-EGFP tuvieron un didmetro promedio de
179,3 nm y un potencial zeta promedio de + 30.9 mV (Figura 11, Gy H).
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Figura 11. Caracteristicas fisicas de las nanopartpiculas de NTS-poliplex conteniendo los plasmidos
bifuncionales. Micrografias analizadas por “SEM”; y distribuciones de tamafio y potencial zeta analizadas
por “DLS”.
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6.5 Evaluacién de la actividad del promotor NBRE3x en células N1E-115-
Nurrl

Para evaluar la actividad del promotor NBRE3x in vitro, mediante las NPs de NTS-poliplex, se
procedio a transfectar los plasmidos pPNBRE3xX-EGFP y pNBRE3x-hGDNF en la clona celular
N1E-115-Nurrl. Se construyeron NPs de NTS-poliplex conteniendo el pNBRE3X-EGFP o
PNBRE3x-hGDNF (Tabla 3) y se transfectaron en células N1E-115-Nurrl. En ambos grupos
control (células N1E-115, transfectadas con el plasmido respectivo), no se observo expresion basal
del transgén en esta clona célular (Figuras 12 Ay B). En contraste, se observé la presencia de GFP
enel 21 + 1 % de las células N1E-115-Nurrl transfecatdas con el pPNBRE3x-EGFP (Figura 12 A
y C). La presencia de la inmunorreactividad a hGDNF se observo en el 9 £ 1 % de las células N1E-
115-Nurrl transfectadas con el pNBRE3x-hGDNF (Figura 12 B y C). La menor cantidad de
células que expresan hGDNF en comparacion al GFP, se puede deber a la liberacion de hGDNF

al medio de cultivo, pues es un factor neurotréfico que ejerce su accidn extracelularmente [39,40].
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Figura 12. Actividad del promotor NBRE3Xx en células N1E-115-Nurrl. A) Células transfectadas con
las NPs de NTS-poliplex conteniendo el plasmido pNBRE3x-EGFP (pEGFP) o pNBRE3x-hGDNF
(phGDNF) B). Micrografias de epiflourescencia representativas de la fluorescencia nativa de GFP o de la
inmunorreactividad a hGDNF. Control = células N1E-115 transfectadas con el plasmido respectivo. Barra
de calibracion = 100 um. C) Porcentaje de la eficiencia de transfeccion de GFP o hGDNF con respecto al
total de células contratefiidas con Hoechst-33258 (H-33258). El recuento celular se realizé en 3 campos de
cada cubreobjeto (n = 3), utilizando el programa ImageJ 1.47v; Wayne Rasband, EE.UU. Analisis de
ANOVA de una via y Bonferroni; ** P < 0.001; *** P < 0.0001.
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6.6  Actividad in vitro del sistema regulable Tet-On Avanzado dual y

bifuncional que codifica para GFP

Para determinar la eficiencia de transfeccion del sistema regulable Tet-On Avanzado, que
codifica para GFP, procedimos a transfectar el par de plasmidos correspondientes al sistema Tet-
On Avanzado original (usado como control positivo de la induccion de la expresion génica) o el
plasmido bifuncional pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-EGFP en presencia (Dox +) o ausencia de
doxiciclina (Dox -). Utilizando las NPs de NTS-poliplex se pudieron cotransfectar dos plasmidos
diferentes en células N1E-115-Nurrl (pTet-On-Av + pTRE-Tight-EGFP), que corresponden al
sistema regulable Tet-On Avanzado dual original, como se muestra en las imagenes (Figura 13
A), asi como también se pudo transfectar el plasmido bifuncional pPNBRE3X-rtTA-Av-TRE-EGFP.
En ambas variantes del sistema de regulacion y después de la transfeccion, se administré Dox a
100 ng/mL, durante dos dias renovandolo cada dia. El conteo automatizado reveld que la
proporcion de células que expresan GFP con el sistema regulable dual original (Figura 13 A) o
con el sistema regulable bifunccional (Figura 13 B) fue de aproximadamente 10+ 1%y 27 +1 %
respectivamente (Figura 13 C). Este analisis reveld que el sistema regulable bifuncional fue 2.7
veces mas eficiente que el sistema regulable dual original. El control negativo en cada
experimento, se llevd a cabo en ausencia de Dox (Dox -). En ambas variantes del sistema regulable

no se observo expresion basal transgénica en ausencia de Dox (Figura 13 A, By C).
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Figura 13. Expresion de GFP inducida por el plasmido bifuncional pPNBRE3x-rtTA-Av-TRE-EGFP
en células N1E-115-Nurrl. Mediante NPs de NTS-poliplex se transfecto el par de plasmidos pTet-On-
Av + pTRE-Tight-EGFP (A) o el plasmido bifuncional pNBRE3X-rtTA-Av-TRE-EGFP (B). Micrografias
de epiflourescencia representativas de la fluorescencia nativa de GFP, con la tincidn nuclear de Hoechst-
33258. Dox - = estado quiescente de la expresion transgénica en ausencia de doxiciclina. Dox + =
Activacion de la expresion transgénica por la administracion de 100 ng/mL de doxiciclina. Barra de
calibracion = 50 um. C) Porcentaje de células que expresan GFP con respecto al total de células
contratefiidas con Hoechst-33258. EIl recuento celular se realizd se realizd en 3 campos de cada

cubreobjeto (n = 3), utilizando el programa ImageJ 1.47v; Wayne Rasband, EE.UU. Anélisis de ANOVA
de una via seguido del andlisis de Bonferroni; ** P < 0.001; *** P < 0.0001.
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6.7  Actividad in vitro del sistema regulable Tet-On Avanzado dual y

bifuncional que codifica para hGDNF

Para evaluar la eficiencia de transfeccion del sistema regulable Tet-On Avanzado, que codifica
para hGDNF, procedimos a transfectar el par de plasmidos correspondientes al sistema Tet-On
Avanzado original (usado como control positivo de la induccion de la expresién génica) o el
plasmido bifuncional pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-hGDNF en presencia (Dox +) o ausencia de
doxiciclina (Dox -). Utilizando las NPs de NTS-poliplex se pudo co-transfectar dos plasmidos
diferentes en células N1E-115-Nurrl (pTet-On-Av + pTRE-Tight-hGDNF), que corresponden al
sistema regulable Tet-On Avanzado original dual, como se muestra en las imagenes de la Figura
14 A, asi como también se pudo transfectar el plasmido bifuncional pNBRE3X-rtTA-Av-TRE-
hGDNF. En ambas variantes del sistema de regulacion y después de la transfeccion, se administro
Dox a 100 ng/mL.dia, durante dos dias. El conteo automatizado revelé que la proporcion de células
que expresan hGDNF con el sistema regulable dual original o con el sistema regulable bifunccional
fue de aproximadamente el 8 £ 1 % y 23 + 1 % respectivamente (Figura 14 C). Este analisis reveld
que el sistema regulable bifuncional fue 2.8 veces mas eficiente que el sistema regulable dual
original. El control negativo en cada experimento, se llevo a cabo en ausencia de Dox. En ambas
variantes del sistema regulable no se observo expresion transgénica basal en ausencia de Dox
(Figura1l4 A, By C).
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Figura 14. Expresion de hGDNF inducida por el plasmido bifuncional pNBRE3X-rtTA-Av-TRE-
hGDNF en células N1E-115-Nurrl. Mediante las NPs de NTS-poliplex se transfectd el par de plasmidos
pTet-On-Av + pTRE-Tight-hGDNF (A) o el pldsmido bifuncional pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-hGDNF (B).
Micrografias de epiflourescencia representativas de la inmunoreactividad a hGDNF con la tincién nuclear
de Hoechst-33258. Dox -, estado basal de la expresidn transgénica en ausencia de doxiciclina. Dox +,
Expresion transgénica inducida por la administracion de 2 dosis de 100 ng/mL/dia de doxiciclina. Barra de
calibracion = 50 um. C) Porcentaje de células que expresan hGDNF con respecto al total de células
contratefiidas con Hoechst-33258. El recuento celular se realizé se realizd en 3 campos de cada cubreobjeto
(n = 3), utilizando el programa ImageJ 1.47v; Wayne Rasband, EE.UU. Analisis de ANOVA de una via 'y
Bonferroni; ns, no significativo; ** P < 0.001; *** P < 0.0001.
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6.8 Localizacion celular del nGDNF expresado en células NIE-115-Nurrl

En los experimentos de induccion de la expresion de los transgenes GFP y hGDNF in vitro, ya
sea del plasmido pNBRE3x-hGDNF o del sistema regulable original pTet-On + pTRE-Tight-
hGDNF o del sistema regulable bifuncional pPNBRE3x-rtTA-Av-TRE-hGDNF, se observo menor
eficiencia de expresion del hGDNF, en comparacion con los experimentos realizados con el gen
GFP. Esta observacion puede explicarse parcialmente, debido a que la proteina GDNF transfectada
in vitro tiene la capacidad de liberarse al medio de cultivo. En adicion, en un reporte previo, se
utilizo befeldrina A (un bloqueador del transporte vesicular del reticulo endoplasmico al aparato
de Golgi), se observo disminucién de los niveles de proteina GDNF, sugiriendo que GDNF es
procesada en el aparato de Golgi y porteriormente liberada al medio extracelular por exocitosis
[116].

Con base en este reporte, realizamos un ensayo de doble IF indirecta contra hGDNF y Golgin-
97 (marcador del aparato de Golgi), en donde se observa que hGDNF colocaliza con Golgin-97
(Figura 15), sugiriendo que el hGDNF transfectado puede liberarse al medio de cultivo. Estos
experimentos sugieren que el numero de células que expresan hGDNF es mas baja, comparada
con el nimero de células que expresan el transgen reportero GFP, debido a que el hGDNF se libera

al medio de cultivo observandose menos células que expresan hGDNF citosolico.
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Figura 15. Colocalizacion del hGDNF expresado en células N1E-115-Nurrl con Golgin-97. Las
células N1E-115-Nurrl fueron transfectadas con las NPs de NTS-poliplex conteniendo el plasmido
pNBRE3x-hGDNF. Micrografias representativas de cortes confocales (0.5 um de espesor) que ilustra la
inmunorreactividad a hGDNF y Golgin-97 (a-d). El control negativo corresponden a células N1E-115-
Nurrl transfectadas y sometidas al proceso de inmunofluorescencia indirecta en ausencia de anticuerpo

anti-Golgin97 (e-h). Los nucleos se tifieron con Hoechst-33258 (H-33258). Barra de calibracion = 25 um.
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6.9 Presencia de Nurrl en las neuronas dopaminérgicas de la substantia

nigra pars compacta de rata

El factor transcripcional Nurrl se expresa constitutivamente en las neuronas dopamineérgicas
de la SNpc y participa regulando el fenotipo dopaminérgico, asi como la expresion del
transportador de dopamina. Confirmamos la expresion bilateral de Nurrl en la SNpc mediante
ensayos de RT-PCR y por doble inmunofluorescencia indirecta (n = 2 ratas en cada grupo
experimental). El ensayo de RT-PCR mostré la expresion del ARNm que codifica para Nurrl en
la substantia nigra tanto del lado derecho (D) como del lado izquierdo (I) (Figura 16 A). Los
ensayos de inmunofluorescencia indirecta mostraron la inmunorreactividad a Nurrl en células TH
positivas (Figura 16 B). La mayor presencia de Nurrl se colocaliz6 en células TH (+) de la SNpc
(Figura 16 B). En el grupo control negativo de la técnica, en presencia del anticuerpo control de

isotipo de 1gG de conejo, no se observé inmunorreactividad a Nurrl (Figura 16 B).
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Figura 16. Expresion enddgena de Nurrl en neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra pars
compacta de rata. A) Fotografia representativa de un gel de agarosa que muestra las bandas de los
amplicones de Nurrl (565 pb) y de actina (213 pb) en la SNpc derecha (D) e izquierda (I) P, PCR del
plasmido pCMV-Script-Nurrl usado como control positivo. MR, mezcla de la reaccion de PCR sin DNAc
usada com control negativo. B) Micrografias confocales representativas de la inmunorreactividad a Nurrl
y TH. Control de isotipo (Ctl), control de isotipo de IgG de conejo usado a la misma concentracién que el

anticuerpo anti-Nurrl.
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6.10 Sitio de inyeccion en la substantia nigra pars compacta de rata

La inyeccidn estereotaxica de fucsina en las coordenadas tedricas elegidas para la region dorsal
de la SNpc, las cuales corresponde a: AP + 2.5 mm de la bregma, ML + 2.0 mm de la linea media
y DV - 6.7 mn de la dura madre, muestra que a los 5 minutos postinyeccion del colorante fucsina
revelado con violeta de cresilo, las coordenadas elegidas estan directamente sobre el borde dorsal
de la SNpc, sin que se ejerza dafio mecanico sobre dicha estructura, por otro lado este sitio de

inyeccion no invade ni dafia el VTA.
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Figura 17. Sitio de inyeccidn en la substantia nigra pars compacta de rata. Imagen representativa de un
corte coronal al nivel del mesencéfalo del cerebro de rata, posterior a la inyeccion de 2 uL de fucsina (3
mg/mL), sobrepuesta a una imagen de referencia de una seccion coronal mesencefalica del cerebro de rata.
La region tefiida en color “fiusha” corresponde al sitio de inyeccion. La flecha muestra que el colorante
fucsina se encuentra en la SNpc. El tejido fue tefiido con violeta de cresilo. Substantia nigra pars reticulata
(SNpr). Area ventral tegmental (VTA). La imagen de referencia fue tomada del atlas “The Rat Brain”
(Paxinos y Watson, 1998)
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6.11 Actividad del promotor NBRE3x en neuronas dopaminérgicas de la

substantia nigra pars compacta de rata

La especificidad de transfeccion y la eficiencia de transcripcion de los transgenes contenidos
en las NPs de NTS-poliplex conteniendo al plasmido pNBRE3x-EGFP o pNBRE3x-hGDNF a las
CMO previamente estandarizadas, fue demostrada por medio de técnicas de biologia molecular e
inmunohistoquimica. El ensayo de RT-PCR evidencio la transcripcion especifica de los mMRNAS
que codifican para las proteinas EGFP (Figura 18 A) y hGDNF (Figura 18 C) en la substancia

nigra ipsilateral a la inyeccion de las NPs.

Los ensayos de doble inmunofluorescencia indirecta mostraron que la sefial de inmunorreactividad
a GFP (Figura 18 B) colocalizan en el 82 + 6 % de las neuronas TH (+), mientras que la sefial de
hGDNF (Figura 18 D) colocaliza en el 90 = 1% de neuronas TH (+) del lado transfectado. No se
observo expresion de los transgenes en la SNpc inyectada con DMEM (Figura 18 B, D y E, grupo

control -).
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Figura 18. Expresion transgénica activada por el promotor NBRE3x en neuronas dopaminérgicas de
rata. Se inyectaron NPs de NTS-poliplex conteniendo el plasmido pNBRE3x-EGFP o pNBRE3x-hGDNF
en la SNpc. A) Fotografias representativas de un gel de agarosa después de un ensayo de RT-PCR que
muestra las bandas para los amplicones de GFP (649 pb) y de actina (213 pb) en el lado transfectado con
el pPNBRE3x-EGFP o pNBRE3x-hGDNF (C). P, PCR del plasmido respectivo (control positivo); MR,
mezcla de reaccién de PCR sin DNAc (control negativo de la técnica); CN, control negativo (lado no
transfectado); T, lado transfectado. B) Micrografias confocales representativas de ensayos de doble
inmunofluorescencia contra GFP y TH o hGDNF y TH (D). Control (-), Substancia nigra inyectada con
DMEM. Barra de calibracion = 100 um. E) Porcentaje de transfeccion del GFP o hGDNF, con respecto al
total de células TH (+). El conteo celular se realizé en una rebanada por rata (n = 6 ratas para cada condicion
experimental), utilizando el programa ImageJ 1.47v; Wayne Rasband, EE.UU. Anélisis de ANOVA de una

via, seguida del analisis de Bonferroni; ns = no significativo; *** P < 0.0001.
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6.12 Induccion de la expresion transgénica en neuronas dopaminérgicas

de la substantia nigra pars compacta de rata

Con el objetivo de demostrar la inducibilidad de la expresion del gen de interés transferido por
las NPs de NTS-poliplex a neuronas dopaminérgicas, se construyeron NPs conteniendo el
plasmido bifuncional pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-GFP o pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-hGDNF (Tabla
2) y se inyectaron en la SNpc izquierda. Se utilizaron ratas inyectadas con DMEM como grupos
controles negativos de la técnica. El grupo experimental (Dox -), corresponde al grupo transfectado
y sin administracién con Dox. El grupo experimental (Dox +), corresponde al grupo transfectado
y administradas con Dox.

Debido a que las dosis de Dox usadas en estudios previos han variado sustancialmente,
elegimos evaluar la eficacia de una dosis de Dox de nivel medio para estos experimentos (Tabla
4). Los ensayos de RT-PCR e inmunofluorescencia indirecta no mostraron expresion de los
RNAmMs y proteinas para el rtTA-Av, GFP (Figura 19, Ay B) y hGDNF (Figura 20, Ay B) en
ratas sin transfeccion (grupo control). A la semana de la transfeccion, la SNpc de ratas con o sin
administracion de Dox fueron positivas para el RNAm y la proteina del rtTA-Av (Figura 19,
paneles Ay By Figura 20, paneles A y B). De igual forma la administracion de Dox indujo tanto
la transcripcion del RNAm como la traduccién de la proteina GFP (Figura 19, A y B) asi como
también la del hGDNF (Figura 20, Ay B). En los grupos controles negativos no se observo la
expresion del rtTA-Av, GFP ni del hGDNF (Figuras 19 C y 20 C).

Después de la transfeccion del plasmido pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-EGFP y en ausencia o
presencia de Dox, el 82 + 4% o0 79 = 2% de las células TH (+) expresaron el rtTA-Av
respectivamente (Figura 19, C), mientras que la trasfeccion del pldsmido pNBRE3X-rtTA-Av-
TRE-hGDNF indujo la expresion en el 89 £ 5% de las células TH (+) en auscencia de Dox y en el
87 £ 5% de las células TH (+) en presencia de Dox (Figura 20, C). En ambos casos, no se observo
inmunorreactividad contra GFP o hGDNF (Figuras 19, C y 20, C respectivamente). En contraste,
el tratamiento con Dox indujo la expresion de GFP en 79 £ 2% de las células TH + (Figura 19, C)

y de hGDNF en 87 + 5% de las celulas TH + (Figura 20, C) a una semana postransfeccion.
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Figura 19. Actividad del plasmido bifuncional pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-EGFP en las neuronas
dopaminérgicas de la substantia nigra pars compacta de rata. A) Fotografias representativas de geles de
agarosa de los productos del ensayo de RT-PCR que muestran las bandas para los amplicones de rtTA-Av
(401 pb), GFP (649 pb) y actina (213 pb). P, PCR del plasmido respectivo (Control positivo); MR, mezcla
de reaccion de PCR sin DNAc (control negativo de la técnica); Ctl, lado no transfectado (control negativo)
y T, lado transfectado. B) Micrografias confocales representativas del ensayo de triple inmunofluorescencia
indirecta de la SNpc donde se muestra la inmunoreactividad a rtTA-Av, GFP y TH. C) Gréafica que muestra
el porcentaje de expresién del tTA-Av o GFP con respecto al total de células TH (+). Dox +, 20 mg/kg de
doxiciclina, Dox -, ausencia de doxiciclina. Control (-) o Ctl, SNpc inyectada con DMEM. n = 6 ratas por
cada técnica y condicion experimental. El conteo celular se realizo a partir de una rebanada representativa
de tejido por rata, utilizando el programa ImageJ 1.47v; Wayne Rasband, EE.UU. Analisis de ANOVA de

una via, seguido del analisis de Bonferroni; ns = no significativo; *** P < 0.0001.
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Figura 20. Actividad del plasmido bifuncional pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-hGDNF en las neuronas
dopaminérgicas de la substantia nigra pars compacta de rata. A) Fotografias representativas de geles de
agarosa de los productos del ensayo de RT-PCR, que muestran las bandas para los amplicones del rtTA-
Av (401 pb), hGDNF (555 pb) y actina (213 pb). P, PCR del plasmido respectivo, MR, mezcla de reaccién
de PCR sin DNACc (control negativo de la técnica); Ctl, lado no transfectado (control negativo); T, lado
transfectado. B) Micrografias confocales representativas del ensayo de triple inmunofluorescencia indirecta
de la SNpc donde se muestra la inmunoreactividad a rtTA-Av, hGDNF y TH. C) Gréfica que muestra el
porcentaje de expresion del rtTA-Av 0 hGDNF con respecto al total de células TH (+). Dox +, 20 mg/kg
de doxiciclina, Dox -, ausencia de doxiciclina. Control (-) o Ctl, SNpc inyectada con DMEM. n = 6 ratas
por cada técnica y condicién experimental. ElI conteo celular se realiz6 a partir de una rebanada
representativa de tejido por rata, utilizando el programa ImageJ 1.47v; Wayne Rasband, EE.UU. Andlisis

de ANOVA de una via, seguido del anélisis de Bonferroni; ns = no significativo; *** P < 0.0001.
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6.13 Regulacidn de la expresion transgénica en neuronas dopaminérgicas

de la substantia nigra pars compacta de rata

El objetivo final de este proyecto fue demostrar la capacidad de regulacion de la expresion del
transgen de interes fisiologico, codificado en el plasmido bifuncional pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-
hGDNF. Para lograr este propdsito, construimos NPs de NTS-poliplex conteniendo el plasmido
PNBRE3X-rtTA-Av-TRE-hGDNF (ver Tabla 3) y lo inyectamos en la SNpc de rata. Se
conformaron grupos de controles negativos los cuales fueron inyectados con DMEM (Ctl o
Control -).

La regulacion de la expresion del transgen hGDNF, fue evaluada a tres semanas postransfeccion
intranigral. Al grupo experimental transfectado y administrado con Dox durante la primera semana
de estudio, se le denomind estado “On”. Al grupo experimental transfectado, administrado con
Dox durante la primera semana y sin Dox durante la segunda semana, se les denomind estado “On-
Off”. Al grupo experimental transfectado y tratado con Dox durante la primer y tercer semana
postransfeccipon y sin administracion de Dox durante la segunda semana de estudio, se les

denomind como estado “On-Off-On”.

Debido a que tres dosis semanales de Dox (20 mg/kg de peso corporal) no permitieron la
regulacién de la expresion del transgén (no se consiguio el silenciamiento de la expresion del
trangén en el grupo Off), se optimizo la administracion de Dox a dosis Unica semanal de 5 mg/kg
de peso corporal por semana (1.25 mg), ver Tabla 4. La optimizacion de la dosis de Dox se justificd
como se describe a continuacion “Para activar al sistema Tet-On o Tet-On Avanzado en el cerebro,
se han administrado dos regimenes de tratamiento de Dox intraperitoneal (ip) u oralmente a través
de agua de beber o alimentos, en un rango muy amplio 1 a 66 mg/dia (Tabla 4). La administracion
de farmacos via i.p. asegura una dosificacion precisa y exacta en los animales, mientras que la
administracion oral a través de agua de beber o en el alimento, esta sujeta al consumo voluntario
del material, lo que da lugar a una variabilidad en la concentracion del farmaco en el plasma
sanguineo por animal. Por consiguiente, se decidié utilizar 20 mg/kg de peso corporal, i.p., que
corresponde a la mitad de la dosis minima total (30,8 mg administrada en tres dosis de 5 mg/dia)

utilizada para el sistema Tet-On original (Tabla 4)”.
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Tabla 4. Dosis de Dox administrada utilizando el sistema Tet-On en el sistema nerviso central

Animal Via de Dosis Dosis Dosis total Referencia
administracion reportada calculada calculada
(mg/dia) (mg)
Rata Agua de beber 3 mg/mL 66 660 [83]
por 10 dias
Rata Agua de beber 1 mg/mL 44 132 [117]
por 3 dosis
semanales
Rata Agua de beber 0.2 mg/mL 4.4 30.8 [118]
por 7 dias
* Rata ip 1 mg/dia 1 4 [119]
por 4 dias
* Raton Alimento 6 mg/g 27 297 [120]
por 11 dias
* Rata (Dosis ip 20 mg/kg 5 15
usada por 3 dosis
para inducer la semanales
expression
del transgén)
* Rata (Dosis ip 5 mg/kg por 1.25 1.25
usada 1 dosis
para regular la semanal
expression

del transgén)

* Sistema Tet-On Avanzado
Base para calcular la dosis total en rata: 1) El consumo de agua en rata cada 24 h es de 10 a 12 mL por 100
g de peso corporal. (Patrich E. Sharp, The laboratory Rat. 1998. CRC, USA). 2) El peso corporal medio de

rata Wistar adulta es de 200 g.

Base para célcular la dosis total en raton: EI consumo de alimento en raton cada 24 h es de 4,5 g por 30 g
de peso corporal. (Mark A. Suckow, The laboratory Mouse, 2001. CRC, USA).
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Los niveles de transcripcion de los genes rtTA-Av y hGDNF se cuantificaron por la técnica de
RT-gPCR cada semana durante tres semanas, despues de la transfeccion nigral.
Los niveles de transcripcion del RNAm del rtTA-Av fueron similares en las substancias nigras
transfectadas después del tratamiento con Dox (grupos; On y On-Off-On) y después de la
suspencion del tratamiento con Dox (grupo On-Off) (Figura 21, A). Los niveles de RNAm de
hGDNF fueron similares en los grupos experimentales On y On-Off-On y se redujeron
significativamente en 88 £ 1% en el estado On-Off (Figura 21, A). De acuerdo con los resultados
de RT-gPCR, las células TH (+) que expresan el rtTA-Av (Figura 19, C) fue del 84 + 4 % (On),
94 + 4 % (On-Off) y 86 £ 3 % (On-Off-On), mientras que el hGDNF colocaliz6é con el 85 + 4 %
(On) y 87 £ 3 % (On-Off-On) de células TH (+) (Figura 21, C). No se detectd espresion del hGDNF

tanto en el estado On-Off como en los animales no transfectados (Figura 21, C).

También se explor6 si la Dox (5 mg/kg de peso corporal, i.p., por semana durante dos semanas)
podria ejercer un efecto neuroprotector en las neuronas dopaminérgicas [121] a través de la
expresion enddgena de GDNF (rGDNF). El soporte adicional para la Figura 21 se muestra en la
Figura 22. Se mostro que la Dox no aumento la expresion basal de rGDNF, al compararla con el
grupo control de ratas no tratadas con Dox (Figura 22, A). Finalmente, se explord la expresion
génica del gen de la metaloproteinasa de matriz extracelular tipo 3 (MMP-3), con el objetivo de
descartar un posible efecto deletereo provocado por la Dox en las neuronas dopaminérgicas,
mediante la inyeccion nigral de lipopolisacarido (LPS; 5 ug/2 uL) como control positivo de dafio
celular [122]. Contrariamente a LPS, la administracion de Dox no cambi6 significativamente la
expresion basal de MMP-3 (Figura 22, B).
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Figura 21. Regulacion de la expresién de hGDNF en neuronas dopaminérgicas nigrales transfectadas
con el plasmido pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-hGDNF. A) Niveles de expresién de los genes nTA-Av y
hGDNF mediante la técnica de RT-gPCR. B) Micrografias confocales representitivas de triple
inmunofluorescencia contra tTA-Av, hGDNF y TH. C) Gréafico que muestra el porcentaje de expresion de
rtTA-Av 0 hGDNF con respecto al total de células TH (+). Control (-) o Ctl, SNpc inyectada con DMEM.
Grupos experimentales On y On-Off-On, tratamiento con Dox (5 mg/kg de peso corporal, i.p.). Retirada de
Dox, grupo experimental On-Off. n = 6 ratas por cada técnica y condicion experimental. EI conteo celular
se realizd a partir de una rebanada representativa de tejido por rata, utilizando el programa Image J 1.47v;
Wayne Rasband, EE.UU. Anélisis de ANOVA de una via, seguido del anélisis de Bonferroni. ns = no
significativo; *** P < 0.0001.
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Figura 22. La doxiciclina no induce efectos neurotréficos o deletéreos sobre las neuronas
dopaminérgicas. Los graficos muestran la razon de cambio de los niveles de transcripcion del GDNF
enddgena de rata (A) y MMP-3 de rata (B), evaluados por RT-gPCR. La Doxiciclina (5 mg/kg de peso
corporal en solucion salina; i.p.) se administré una vez por semana durante 2 semanas. E1 LPS (5 pg/2 pL
en solucidn salina) se inyectd estereotdxicamente en el SNpc y las muestras de tejido fueron tomadas 2
horas después de la inyeccion. Los valores se expresan como la media + SE; n = 6 animales por grupo. *
P < 0.01 en comparacion con la muestra intacta. Analisis de ANOVA de una via, seguido del analisis de

Bonferroni o analisis de t pareada, para los transcritos de GDNF enddgeno de rata. ns = no significativo.
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7. Discusion

El presente trabajo introdujo una ventaja adicional a las NPs de NTS-poliplex, sin precedentes
en el campo de la transferencia génica al cerebro por nanovectores sintéticos. Los resultados
presentados en éste, ofrecen un sistema de NPs de NTS-polyplex mejorado que permite la
regulacion de la expresion del transgén en las neuronas dopaminérgicas nigrales.

La disminucién en el tamafio del DNAp mediante la inclusién de un promotor minimo del hDAT
(promotor NBRE3x) permitid la incorporacion de los componentes reguladores clave (rtTA-Av y
TRE) del sistema Tet-On Avanzado en un solo plasmido que contiene el transgén de interés

terapeutico (plasmido bifuncional).

El potencial zeta, es el valor de la intensidad del campo eléctrico estatico de la capa externa
entre la particula y su fluido, que es Util para evaluar el grado de estabilidad de las particulas. Los
valores de potencial zeta entre + 30 y - 30 mV, predicen problemas en la estabilidad de la
dispersion (tendencia de aglomeracion de las particulas), a valores de pH entre 4 y 7.5 [123]. Los
valores del potencial zeta de las NPs de NTS-poliplex, conteniendo los plasmidos bifuncionales,
fueron de + 22.6 y + 30.9 mV a pH neutro, por lo que teéricamente, sugiere que tienen tendencia
a la inestabilidad. Sin embargo, las NPs de NTS-poliplex presentaron un buen grado de eficiencia

de transfeccidn, como lo sugieren nuestros resultados de transfecion in vitro e in vivo.

Tanto los ensayos de microscopia electrénica de barrido (método cualitativo) como los ensayos
de dispersion de luz dinamica (método cuantitativo), permitieron evaluar el diametro de las NPs
de NTS-poliplex, construidas con los plasmidos regulados por Dox. EI método cualitativo sugirid,
que el diametro promedio de las NPs evaluadas es de aproximadamente 80 nm, mientras que el
método cuantitativo sugirio que el diametro promedio de éstas es de 180 nm.

Esta diferencia en el valor de las mediciones, puede deberse a que en el método cuantitativo se
evalua la totalidad de la suspension de NPs y no discrimina a las posibles NPs aglomeradas en la

suspension, calculando asi el diametro promedio de éstas.

80



El tamafio de las NPs de NTS-poliplex que contienen al plasmido regulado por Dox puede caber
en el espacio endosomal, el cual, tiene un diametro promedio de 500 nm [124] y es aceptable para
avanzar a través del complejo de poro nuclear que tiene un diametro de 125 nm [125], explicando
asi el aumento de la eficiencia de transfeccion in vitro y la alta eficiencia de transfeccion (> 80 %)
en las neuronas dopaminérgicas nigrales. Este hallazgo correlaciona con un estudio reciente, donde
se ha reportado alta eficiencia de transfeccion de las neuronas dopaminenérgicas nigrales mediante
las NPs de NTS-poliplex, incluso si éstas han sido lesionadas con 6-OHDA [44], lo que puede

explicar el éxito de la terapia génica neurotrofica basada en el uso de las NPs de NTS-poliplex.

Estudios previos han demostrado que Nurrl induce la actividad transcripcional del promotor
NBRE3x in vitro [95]. La participacion de Nurrl en la activacion del promotor NBRE3x es
apoyada por los resultados obtenidos en cultivos de células N1E-115-Nurrl transfectadas con las
NPs de NTS-poliplex, conteniendo el plasmido pNBRE3x-hGDNF o pNBRE3x-EGFP. Ademas,
los resultados obtenidos por las técnicas de RT-PCR e inmunofluorescencia indirecta, confirmaron
la presencia de Nurrl en las neuronas dopaminérgicas nigrales, y correlacionan con los reportes
hechos por otros autores [95,126]. Mas aun, los resultados funcionales in vivo muestran que los
niveles enddgenos de Nurrl, en la SNpc de rata, son suficientes para activar la expresion de
hGDNF y GFP, que se encuentran bajo el control transcripcional del promotor NBRE3x. Ademas,
se ha reportado que la expresion de Nurrl en las neuronas dopaminérigas en edad adulta, es
necesaria para mantener su fenotipo [95,126]. Otro estudio reciente reportd que el promotor
NBRE3x es capaz de conducir la expresién de CDNF (factor neurotréfico de dopamina cerebral)
en neuronas dopaminérgicas de la SNpc, previamente lesionadas con 6-OHDA, sugiriendo que los
niveles enddgenos de Nurrl son suficientes para activar al promotor NBRE3x en el modelo animal
de la EP [101]. En adicion, en la clona celular N1E-115-Nurrl, que se obtuvo mediante la
transfeccion transitoria del gen que codifica para Nurrl, se observé que aproximadamente el 45 %
de éstas expresaron Nurrl (Figura 7). Este porcentaje de expresion fue suficiente para envaluar la
actividad del promotor NBRE3x in vitro, contenido en los plasmidos control de expresion
(PNBRE3x-EGFP y pNBRE3x-hGDNF), asi como en los plasmidos bifuncionales.
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Se encontrd que la eficiencia de transfeccién utilizando un solo plasmido (4635 pb) que
contiene un gen reportero bajo el control transcripcional del promotor NBRE3x en la clona celular
N1E-115-Nurrl, fue similar a la conducida por el promotor CMV, en cultivos primarios de
neuronas dopaminérgicas transfectadas con las NPs de NTS-poliplex [39]. Sin embargo, la eficacia
de transfeccion del plasmido GFP bajo el control transcripcional de un promotor mas grande hDAT
(10,405 pb) fue significativamente menor (datos no mostrados) que la eficiencia obtenida del
promotor NBRE3x in vitro. Ademas, se ha reportado que la transfeccion de neuronas
dopaminérgicas de cultivo primario, usando plasmidos mayores de 11 kpb no sélo disminuye la
eficiencia de transfeccion, sino que también puede producir dafio celular, probablemente debido a
las altas concentraciones molares del acarreador de NTS (mayor a 250 nM), necesarias para
compactar al ADNp [39]. La disminucidn de la eficiencia de la transfeccion debido al gran tamafio
del DNA también se produce en otros vectores no virales [84,127], particularmente, en vectores
virales que tienen una capacidad limitada de empaquetamiento del material genético [85].
El alto porcentaje de expresion transgénica (> 80 %) en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc
inmunoractivas a TH, se debe también, a la disminucidn del tamafio de los plasmidos que contienen
el promotor NBRE3x (pNBRE3x-EGFP, pNBRE3x-hGDNF, y bifuncionales).

En condordancia con estudios previos [80,128], las NPs de NTS-poliplex también tienen la
capacidad de transfectar los dos plasmidos del sistema Tet-On Avanzado original (sistema de
regulacion dual) que codifica para hGDNF o GFP, a la misma célula. En este sistema, se requiere
que los dos plasmidos estén presentes en las mismas células. Tal requisito se convierte en una
limitante, debido a que eventualmente las células diana de transfeccion, no reciben los dos
plasmidos que integran al sistema de regulacion, disminuyendo asi la eficiencia de la transfeccion.
Interesantemente, la eficiencia de transfeccion del sistema Tet-On Avanzado original (sistema
regulable dual), fue significativamente superada por los plasmidos bifuncionales, al observarse un
incremento en la eficiencia de expresion de los transgenes GFP 0 hGDNF, mayor a 2.5 veces,
comparado con la eficiencia de expresion de estos mismos transgenes utilizando el sistema

regulable dual, en los estudios in vitro.
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La transfeccion del sistema regulable bifuncional condujo a la expresion del transgén (nGDNF
0 GFP) cuando se administr6 Dox a los cultivos de células N1E-115-Nurrl. Estos resultados
demuestran que la actividad del promotor NBRE3x causa la expresion del rtTA-Av, y éste a su
vez activa la secuencia TRE en presencia de Dox. Mientras que en ausencia de Dox no se observa
expresion basal del transgén, este resultado confirma que no existe "fuga transcripcional” del
sistema de regulacion Tet-On Avanzado [80]. Interesantemente, se observé que la presencia
celular de la inmunorreactividad a hGDNF fue menor que la de GFP en células N1E-115-Nurrl
(Figuras 15 y 17). Esta observacion podria explicarse parcialmente, debido a que la proteina
hGDNF tiene la capacidad de ser liberada al medio de cultivo [116]. Esta sugerencia es apoyada
por el analisis de microscopia confocal que mostro la co-localizacién de la proteina hGDNF con
Golgin-97, una proteina del aparato de Golgi [129], sugiriendo que el hGDNF expresado in vitro,
se libera al medio de cultivo, observandose menos células que expresan hGDNF citosélico. En
otra instancia, nuestros resultados funcionales in vitro apoyan los resultados de restriccion
enzimatica y de secuenciacion (datos no mostrados) que evidencian la exactitud estructural de los

plasmidos bifuncionales desarrollados en este trabajo.

Nuestros resultados in vivo demostraron que las NPs de NTS-poliplex que contienen el
plasmido regulado por Dox (GFP o hGDNF), mantienen la especificidad de expresién tejido
especifica en neuronas DA, mejorando la regulacion de la expresion de transgenes, ya que la
expresion de hGDNF se produjo solamente en neuronas dopaminergicas bajo la induccion
consecutiva a la administracion de Dox y posteriormente silenciada al momento de retirar la
administracion de Dox. Esta caracteristica se puede explicar por el hallazgo de que el rtTA-Av se
expresd constitutivamente sélo en las neuronas dopaminérgicas, lo que sugiere que el complejo
Dox-rtTA-Av se formd y se unio a la secuencia TRE para activar la transcripcion transgénica
cuando se administro la Dox y que el complejo se desensamblo cuando el tratamiento de Dox se
suspendio, como ocurre también en el sistema Tet-On original [73]. La induccion de la expresion
de hGDNF y GFP, asi como la regulacion de la expresion del gen terapeutico hGDNF en ratas
normales muestra la prueba de principio, pero esta innovacién tendra un impacto importante en
modelos animales de la EP para regular la expresion del gen hGDNF u otros genes neurotroficos
tales como BDNF [44,45], NTRN [130] y CDNF [101], que al igual que el hGDNF, son fuertes

candidatos para ser usados en la terapia génica para la EP.
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En otra instancia, la dosis Unica de Dox (5 mg/kg de peso corporal) administrada en ratas, usada
para regular la expresion de hGDNF, sugiere que Dox no presenta ningun efecto neurotrofico.
Ademas, esta dosis no es deletérea para las neuronas dopamineérgicas, en comparacion con el efecto
neuroprotector observado por la administracion de dosis mas altas de Dox reportada en un estudio
previo [121].

Este trabajo es el primero en lograr la regulacién de la expresion transgénica especificamente
en las neuronas dopaminérgicas nigrales, incluyendo estudios previos que han utilizado vectores

virales.
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8. Conclusiones

El presente trabajo ofrece un desarrollo de innovacion nanobiotecnolégica del sistema de NPs
de NTS-poliplex para regular la expresion transgénica en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc.
Nuestra estrategia fue incluir un elemento de especificad (promotor NBRE3Xx) y los dos elementos
de regulacién de la expresion génica (rtTA-Av y TRE) controlados por doxiciclina. Esta misma
estrategia se puede aplicar en la nanoterapia suicida para el tratamiento del cancer. En este caso se
utilizarian promotores especificos de tumores tales como los promotores de mucina-1 [131], NCX
[132] y E2F-1 [133], por mencionar algunos.

Este trabajo es el primero en demostrar la actividad de un promotor minimo artifical (promotor
NBRE3x), especifico para neuronas dopaminérgicas nigrales, sin perder su propiedad de dirigir la

expresion del transgen de interés.

El uso del promotor NBRE3x redujo el tamafio molecular del ADNp, para incluir las secuencias
reguladoras clave del sistema regulable Tet-On avanzado en un solo plasmido. Esta estrategia de
ingenieria molecular, permitié conservar la alta eficiencia de transfeccion que ofrecen las NPs de

NTS-poliplex cuando son construirlas con un solo plasmido.

Las NPs de NTS-poliplex construidas con el plasmido bifuncional, condujeron a la expresion
del gen de interés, Unicamente cuando se administrd6 Dox, sin producir expresién basal del

transgén.

El sistema de NPs de NTS-poliplex adquiere ahora un nuevo elemento mas de regulacion
transgenica in vivo, es el primer sistema de transferencia génica capaz de producir niveles efectivos
y seguros de transgenes terapéuticos de manera especifica en las neuronas dopaminérgicas

mesencefalicas.

Por el momento, el presente desarrollo de innovacion biotecnoldgica ofrece una aplicacion

promisoria para la nanoterapia neurotrofica de la Enfermedad de Parkinson.
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9. Perspectivas

Las propiedades fiscas de las NPs de NTS-poliplex sigurieron un amplio rango del diametro de
éstas, lo cual puede deberse al uso de PLL polidispersa en la sintesis del acarreador de NTS. Por
lo tanto, la disminucion de la polidispersidad de la PLL, usada para sisterizar el acarreador de NTS,
representa una opornunidad de mejora del sistema de NPs de NTS-poliplex. El resultado final,
puede reflejarse en el aumento de la eficiencia de transfeccién, al obtener NPs mas homogeneas

en el rango no mayor de 100 nm.

Los valores de potencial zeta de las NPs de NTS-poliplex en suspensién, sugirieron que tienen
a la inestabiliad. Por lo tanto, otra oportunidad de mejorar al sistema de NPs de NTS-poliplex se
enfoca en estabilizarlas en su forma farmaceutica, con el objetivo de optimizar los costos de su

aplicacion, al aumentar su vida de anaquel.

Contabilizar a las NPs de NTS-poliplex en suspensién, también representa una oportunidad de
mejorar la eficiencia de transfeccidn, ya que se podria optimizar el nimero de NPs que se

administran en protocolos de terapia génica.

La ausencia en la expresion basal del transgén de interés, observada en el nuevo sistema de NPs
de NTS-poliplex regulado por doxiciclina, representa una gran ventaja para ser usada en estrategias
experimentales para inducir o regular la expresion del transgén de manera temporal, en estudios

in vitro o in vivo.
A la fecha, se han realizado avances en el estudio de la aplicacion del nuevo sistema de NPs de

NTS-poliplex, conteniendo el plasmido bifuncional, que codifica para hGDNF, en un modelo

animal de hemiparkinsonismo cronico.
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Apeéendice A

Lipofectamina 2000 utilizada como sistema de transfeccion para evaluar la

funcionalidad de los nuevos plasmidos clonados

Con el objetivo de evaluar la funcionalidad de los nuevos plasmidos clonados y obtener
resultados a corto plazo y a bajo costo, se procedi6 la transfectarlos con Lipofectamina 2000,
siguiendo las recomentadiones del fabricante, en células N1E-115-Nurrl.

En la Tabla suplementaria 1, se muestran las concentraciones de cada plasmido evaluado. Los
liposomas se formaron utilizando 2 pL de lipofectamina, en pozos de cultivo de 2 cm?, conteniendo
la cantidad de cada plasmido, solo o en combinacidn (sistema regulable dual).

Tabla suplementaria 1. Cantidades de los plasmidos utilizados para formar el sistema regulable
original dual o dependiente de Nurrl, transfectados con lipofectamina en células NIE-115-Nurrl.

Plasmidos del sistema original Tet-On Av Plasmidos TRE-Tight
1 pTet-On-Av 546 ng + pTRE-Tight-EGFP 254 ng

0
PTRE-Tigh-nGDNF

2 pNBRE3x-Tet-On-Av 542 ng + pTRE-Tight-EGFP 258 ng
0
pTRE-Tight-hnGDNF
Plasmidos Control

3 pNBRE3x-EGFP 800 ng

4 pNBRE3x-hGDNF 800 ng

Plasmidos bifuncionales del sistema Tet-On Av

5 pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-EGFP 800 ng

6 pPNBRE3x-rtTA-Av-TRE-hGDNF 800 ng
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Apeéndice B

Evaluacion de la actividad del promotor NBRE3x en células N1E-115- Nurrl

Para determinar la actividad del promotor NBRE3x in vitro, se procedio a transfectar los
plasmidos, pNBRE3x-EGFP y pNBRE3x-hGDNF, en células N1E-115-Nurrl mediante
Lipofectamina 2000, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los liposomas preparados con
el plasmido pNBRE3x-EGFP o pNBRE3x-hGDNF (ver Tabla suplementaria 1) se incubaron con
células N1E-115-Nurrl para demostrar que el promotor NBRE3x depende de Nurrl. No se
observo expresion basal en las células N1E-115-Nurrl 48 h después de la transfeccion (Figura
suplementaria 1 Ay B). En contraste, la presencia de GFP se observo en el 22 + 1% (n = 3) de las
celulas N1E-115-Nurrl 48 h post-transfeccion de pPNBRE3x-EGFP (Figura suplementaria 1A). La
presencia de la inmunorreactividad a hGDNF se observé en el 11 + 2% (n = 3) de las células

transfectadas con el pPNBRE3x-hGDNF (Figura suplementaria 1B).
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Figura Suplementaria 1. Actividad del promotor NBRE3x en células N1E-115-Nurrl transfectadas

Control

PNBRE3x-hGDNF

con Lipofectamina 2000. A) Micrografias representativas que muestran la expresion de GFP después de
la transfecidn del plasmido pNBRE3Xx-EGFP. B) Micrografias representativas que muestran la expresion
de hGDNF, después de la transfecion del plasmido pNBRE3x-hGDNF, revelada por IF indirecta contra
hGDNF. Células N1E-115 transfectadas con el plasmido correspondiente (Control). Los nucleos fueron
tefiidos con Hoescht 33258 (H-33258). Barra de calibracion = 100 pm.
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Apeéndice C

Especificidad del promotor NBRE3x en células N1E-115-Nurrl

Con el objetivo de evaluar la especificidad del promotor NBRE3x, se procedi6 a transfectar el
plasmido pNBRE3Xx-EGFP en células NIE-115-Nurrl, utilizando Lipofectamina 2000. En la
Figura suplementaria 2, se muestra el resultado del ensayo de IF indirecta contra Nurrl, en donde
se puede observar la expresion de GFP que colocaliza con la expresion de Nurrl. Notese que
Unicamente las células que expresan GFP expresan Nurrl. Este resultado indica que el promotor

NBRE3Xx es activo Unicamente en presencia de Nurrl.

H-33258 GFP Nurr1 Empalme

Figura suplementaria 2. EI promotor NBRE3x es activo en células que expresan Nurrl. Se utilizé
Lipofectamina 2000 para transfectar el pNBRE3x-EGFP en células NIE-115-Nurrl. Micrografias
representativas de la inmunorreactividad a Nurrl, flourescencia nativa de GFP y contratincion nuclear con
Hoechst-33258 (H-33258), en el plano x-y (horizontal) y z (vertical). (a-d). Se muestra la ausencia de

expresion de Nurrl en ausencia de anti-Nurrl, grupo control negativo (e-h). Barra de calibracion = 10 um.
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Apeéndice D

Actividad del sistema regulable dual Tet-On Avanzado original, modificado
(NBRE3x) y bifuncional evaluado con GFP en células N1E-115-Nurrl,

mediante lipofectamina

Para determinar la actividad del sistema Tet-On Avanzado, procedimos a transfectar el par
plasmidos correspondientes al sistema original, modificado (que contiene el promotor NBRE3Xx)
y bifuncional pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-EGFP, en presencia o ausencia de Dox. Se utiliz6
Lipofectamina 2000 como sistema de transfeccidn, siguiendo las recomendaciones del fabricante,
ver tabla suplementaria 1. Con lipofectamina 2000 se pudo co-transfectar dos plasmidos diferentes
en células N1E-115-Nurrl, pTet-On-Av + pTRE-Tight-EGFP, (Figura suplementaria 3A), asi
como el par de plasmidos pNBRE3x-Tet-On-Av + pTRE-Tight-EGFP, (Figura suplementaria 3B)
que corresponde al sistema regulable dual original y modificado. EI conteo manual revel6 que la
proporcion de células que expresaron GFP fué aproximadamente el 80% y 4 % respectivamente.
El plasmido bifuncional pNBRE3x-Tet-On-Av-EGFP, también se transfectd de manera eficiente
en donde se observé que la proporcion de células que expresaron GFP fué aproximadamente el
90% (Figura suplementaria 3 C).

Después de la transfeccidn, se administréo Dox a 100 ng/mL (Dox +), cada dia durante dos dias.
En todos los casos la expresion transgenica estuvo condicionada a la administracién de Dox, y no
se observo expresion transgénica basal en ausencia de Dox (Dox -). Con estos resultados se pudo
concluir que el sistema regulable bifuncional (p)NBRE3x-Tet-On-Av-EGFP) es mas eficiente que
el sistema regulable original (sistema dual: pTet-On-Av + pTRE-Tight-EGFP). Devido a que el
sistema regulabe bifunciona pNBRE3x-Tet-On-Av-EGFP supero al sistema regulable dual, se
procedié a clonar al sistema regulable bifuncional para hGDNF (pNBRE3x-Tet-On-Av-hGDNF),
para ser evaluado con las NPs de NTS-poliplex in vitro e in vivo.

102



>

pTet-On-Av + pTRE-Tight-EGFP
H-33258 EGFP Empalme

Dox +

Dox -

B pNBRE3x-Tet-On-Av + pTRE-Tight-EGFP
H-33258 EGFP Empalme

Dox -

C pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-EGFP
H-33258 EGFP Empalme

Dox -

Dox +

103



Figura Suplementaria 3. Induccidén de la expresion de GFP por la administracion de Dox (100 ng/mL)
en células N1E-115-Nurrl. Se utilizd Lipofectamina 2000 para transfectar los plasmidos del sistema
regulable que codifica para el transgén GFP. (A) La adicion de Dox indujo la expresion del GFP (Dox +)
en células transfectadas con el plasmido pTet-On-Av en combinacion con el plasmido pTRE-Tight-GFP.
Expresion del GFP en ausencia de Dox (Dox -). (B) La adicion de Dox indujo la expresion de GFP (Dox
+) en células transfectadas con el plasmido pNBRE3x-Tet-On-Av en combinacién con el plasmido pTRE-
Tight-EGFP. Expresion de GFP en ausencia de Dox (Dox -). (C) La adicion de Dox indujo la expresién de
GFP (Dox +) en células transfectadas con el plasmido pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-EGFP. Expresion de GFP

en ausencia de Dox (Dox -). Barra de calibracién = 100 pum.
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Apeéendice E

Actividad del sistema regulable Tet-On Avanzado original y bifuncional
hGDNF en células N1E-115-Nurrl, mediante Lipofectamina 2000.

Depués de clonar la plasmido bifuncional pPNBRE3x-Tet-On-Av-hGDNF, se procedio a evaluar
su actividad, en presencia o ausencia de Dox. Se utiliz6 el sistema regulable dual como control
positivo de la induccion de la expresion de hGDNF. Usando lipofectamina 2000 se pudo co-
transfectar dos plasmidos diferentes en células N1E-115-Nurrl (Tabla suplementaria 1), pTet-On-
Av + pTRE-Tight- hGDNF, (Figura suplementaria 4A), que corresponde al sistema regulable dual
original. El conteo manual revelo que el 50% de células expresaron hGDNF. El plasmido
bifuncional pNBRE3x-Tet-On-Av-hGDNF también se transfect6 de manera eficiente en donde se
observé que la proporcion de células que expresan la hGDNF fué aproximadamente el 60% (Figura

suplementaria 4 B).

Después de la transfeccion, se administré Dox a 100 ng/mL (Dox +), cada dia durante dos dias.
En todos los casos la expresion transgénica estuvo condicionada a la administracion de Dox, y no
se observé expresion transgénica basal en ausencia de Dox (Dox -). Como se esperaba, el sistema
regulable bifuncional fue mas eficiente que el sistema regulable dual, apoyando el uso del sistema
regulable bifuncional pNBRE3x-Tet-On-Av-hGDNF para ser evaluado con las NPs de NTS-

poliplex in vitro e in vivo.
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A pTet-On-Av + pTRE-Tight-hGDNF

H-33258 hGDNF Empalme

Dox -

Dox +

B PNBRE3x-rtTA-Av-TRE-hGDNF
H-33258 hGDNF

Empalme

Dox -
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Figura suplementaria 4. Induccién de la expresion de hGDNF por la administracién de Dox (100

ng/mL) en células N1E-115-Nurrl. Se utilizd Lipofectamina 2000 para transfectar los pldsmidos del
sistema regulable con el transgén hGDNF. (A) La adicion de Dox indujo la expresion del hGDNF (Dox +)
en células transfectadas con el plasmido pTet-On-Av en combinacion con el plasmido pTRE-Tight-
hGDNF. La expresién de hGDNF fue revelada por IF indirecta contra hGDNF. Expresion de hGDNF en
ausencia de Dox (Dox -). (B) La adicion de Dox indujo la expresion de hGDNF (Dox +) en células
transfectadas con el plasmido pNBRE3x-rtTA-Av-TRE-hGDNF. Expresion de hGDNF en ausencia de Dox
(Dox -). Los nucleos se tifieron con Hoescht 33258 (H-33258). Barra de calibracion = 100 um.
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